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resumen

abstract.

“El orden y la simplificacién son los primeros pasos hacia el dominio de un tema,
el enemigo real es lo desconocido.”

Thomas Mann (1875 - 1925)
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resumen.

La obesidad se considera la nueva pandemia del siglo XXI. La poblacién mundial envejece cada
dia mas y paralelamente las cifras de personas que padecen sobrepeso y obesidad aumentan de forma
abrumadora, lo que se traduce en un aumento de la incidencia de patologias como la diabetes tipo 2
(DM2), enfermedad cardiovascular (ECV) o cancer. La acumulacion excesiva de grasa en obesidad
conlleva la disfuncion del tejido adiposo, lo cual provoca la disrupcidn de la homeostasis metabdlica y el
desarrollo de comorbilidades. En los Ultimos afios, la mayoria de abordajes protedmicos que han
intentado estudiar la obesidad y sus patologias asociadas han recurrido a modelos animales, limitando las
conclusiones de sus estudios. Ademas, apenas existen referencias en la literatura que hayan utilizado
estrategias protedmicas de alta resolucién para analizar el tejido adiposo humano.

En esta Tesis Doctoral se describen los cambios sufridos por el proteoma del tejido adiposo
visceral de individuos obesos con el envejecimiento y la DM2, asi como por el dimorfismo sexual en
pacientes diabéticos. Ademas del andlisis de proteinas individuales, en este trabajo se aplican
herramientas de Biologia de Sistemas para evaluar los cambios del proteoma desde una perspectiva
global y dindmica. En el estudio del dimorfismo sexual se encontraron diferencias en el grado de
inflamacién, la respuesta inmune y la maquinaria antioxidante, asi como en la morfologia del tejido
adiposo. Los estudios de proteémica diferencial de envejecimiento y DM2 mostraron alteraciones en
procesos bioldgicos comunes, como la remodelacion de la matriz extracelular o la funcién mitocondrial,
aunque los perfiles proteicos afectados en cada caso fueron distintos.

Debido a la importancia de la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo en el binomio
envejecimiento-DM2, también se llevaron a cabo estudios protedmicos para analizar el proteoma
mitocondrial de adipocitos aislados del tejido adiposo, asi como sus modificaciones oxidativas
(protedmica redox). Los cambios en el proteoma mitocondrial confirmaron los resultados encontrados a
nivel de tejido adiposo total destacando la alteracion de la cadena de transporte electrénico. Mientras que
con el envejecimiento se observo una disminucion global de los complejos mitocondriales, con la DM2 se
encontraron diferencias entre los mddulos de los complejos que estaban codificados por el genoma
mitocondrial y el nuclear, lo que indicaria posibles defectos en el ensamblaje de los complejos y en el
transporte de proteinas a la mitocondria. Ademas, se demostré por primera vez una relacion inversa entre
la abundancia de las proteinas y su nivel de oxidacidn, siendo esta relacién mas drastica en DM2 que en
envejecimiento.

Finalmente, en esta Tesis Doctoral se muestran una serie de estudios funcionales que sefialan al
complejo IV como nexo de unidn entre el envejecimiento y el desarrollo de DM2, dos procesos ligados al

estrés oxidativo y a la disfuncion mitocondrial.
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abstract.

Obesity has become the new epidemic of the 21t Century. The human population is getting older
and the number of overweight and obese people is dramatically increasing. Accordingly, the incidence of
such pathologies as type 2 diabetes (T2DM), cardiovascular disease (CVD) and cancer is increasing
worldwide. In obesity, excessive accumulation of fat entails adipose tissue dysfunction, which in turn
disrupts the metabolic homeostasis with subsequent development of comorbidities. In the last years, most
proteomic approaches studying obesity and its associated pathologies have relied on animal models,
which has limited the conclusions of their studies. In addition, few references in the literature have applied
high-throughput proteomic techniques to the study of human adipose tissue.

This Doctoral Thesis describes the proteome changes undergone by human adipose tissue from
obese patients as a consequence of aging and T2DM processes, as well as those changes arising from
sexual dimorphism in diabetic patients. Together with the analysis of individual proteins, the application of
Systems Biology tools in this work has provided a proteome-wide perspective of these pathologies. The
gender-specific hallmarks discovered in diabetic patients were related to the antioxidant machinery, the
immune response and the adipose tissue morphology. Both the aging and T2DM processes were
associated with mitochondrial and extracellular matrix remodelling, albeit through well-differentiated
proteome changes.

As oxidative stress has been tightly related to mitochondrial dysfunction in both the aging and
T2DM processes, we have tackled the impact of these conditions on adipocyte mitochondria from obese
patients. For that we have assessed not only the protein abundance changes, but also the dynamic redox
modifications undergone by corresponding mitochondrial proteins. Alterations to the mitochondrial
proteome revealed specific hallmarks in aging and T2DM, confirming our previous results on total adipose
tissue. While a global decrease of oxidative phosphorylation (OXPHOS) subunits was found in aging,
diabetic patients exhibited a decrease of specific OXPHOS complexes. In particular, OXPHOS
mitochondrial- vs. nuclear-encoded protein modules were found altered in T2DM, suggesting impaired
mitochondrial protein translocation and complex assembly. Under both conditions, evidence is shown for
the first time of a link between increased thiol protein oxidation and decreased protein abundance in
adipose tissue mitochondria, although this association was stronger in T2DM.

Finally, we performed some functional studies on adipocyte mitochondria which highlighted

complex IV as a common target connecting the oxidative hallmarks of T2DM and aging progression.
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indices.

“No hay que empezar siempre por la nocion primera de las cosas que se estudian,
sino por aquello que puede facilitar el aprendizaje.”

J

Aristoteles [ ApiototéAng] (384 a.C. - 322 a.C.)

N
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subunit 5B
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subunit 681
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CREB | cyclic AMP response element-binding
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CSIC | Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas
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d.

DAPs | proteinas diferencialmente abundantes,
del inglés differentially abundant proteins
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DM2 | diabetes tipo 2
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ECM | matriz extracelular, del inglés
extracellular matrix
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ECV | enfermedad cardiovascular
ETC | cadena de fransporte electronico, del
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FABP4 | proteina transportadora de &cidos
grasos 4, del inglés fatty acid-binding protein 4
FASP | Filter-Aided Sample Preparation

FASN | sintasa de &cidos grasos, del inglés fatty

acid synthase
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FBS | suero fetal bovino, del inglés fetal bovin
serum

FDR | tasa de error, del inglés false discovery
rate

FDX1 | adrenoxina

FGF-21 | factor de crecimiento de fibroblastos
21, del inglés fibroblast growth factor 21

freeCys | (que contiene) residuos de cisteina

sin modificaciones

g.

GAPDH [
deshidrogenasa
GELSILOX | GEL-based Stable Isotope
Labeling of OXidized Cys

GLUT-4 | transportador de glucosa 4, del inglés

gliceraldehido-3-fosfato

glucose transporter type 4

GO | Gene Ontology

GOBPs | procesos biologicos GO

GOCCs | componentes celulares GO

GPX | glutation peroxidasas

GRP78 | proteina regulada por glucosa de 78
kDa, del inglés 78 kDa glucose-regulated protein

GST | glutatién S-transferasas

h.

H,0; | peroxido de hidrégeno

HbA1c | hemoglobina glicosilada

HIF-1a | factor inducible por hipoxia 1a, del
inglés hypoxia-inducible factor 1a

HPLC | cromatografia liquida de alta presion o
alta resolucion, del inglés high-pressure or high-
performance liquid chromatography

HRP | peroxidasa de rabano, del inglés

horseradish peroxidase

HSP70 | proteina de choque térmico 70, del

inglés heat shock protein 70
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IAA | iodoacetamida

ICAT | isotope-coded affinity tags

IDH3A | subunidad o de la isocitrato
deshidrogenasa, del inglés  isocitrate
dehydrogenase subunit alpha

IHC | inmunohistoquimica

IIB | Instituto de Investigaciones Biomédicas
“‘Alberto Sols”

IGA | ensayos de actividad en gel, del inglés in
gel activity assay

IGF-1 | factor de crecimiento de insulina 1, del
inglés insulin-like growth factor 21

IL-1B | interleuquina 18

IL-6 | interleuquina 6

IL-10 | interleuquina 10

IMC | indice de masa corporal

IR | resistencia a insulina, del inglés insulin
resistance

IRDye | fluoréforos de excitacion infrarroja
iTRAQ | isobaric tag for relative and absolute

quantification

1.

LAMB2 | laminina, del inglés laminin subunit
beta-2

LC | cromatografia liquida, del inglés liquid
chromatography

m.

m/z | relacién masa-carga

MAMSs | mitochondria associated membranes
MAOA| monoamino oxidasa A

MERC | trans-2-enoyl-CoA reductase

MCP-1 | proteina quimioatrayente de monocitos
1, del inglés monocyte chemotactic protein 1

MCX | columna de intercambio catidnico



MIA | Mitochondrial Intermembrane space
Assembly pathway

MMP9 | metaloproteinasa de la matriz 9, del
inglés matrix metalloproteinase-9

MMTS | metilmetanotiosulfonato

MS | espectrometria de masas, del inglés mass
spectrometry

MS' | ion precursor

MS/MS o MS?| espectro de fragmentacion

n.

NDUFA9 | subunidad 9A de la NADH
deshidrogenasa, del inglés NADH
dehydrogenase  [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 9

nonCys | péptidos/proteinas que no contienen

residuos de cisteina

O.
OD | densidad dptica, del inglés

OMS | Organizacién Mundial de la Salud

ON | toda la noche, del inglés over-night

oxCys | (que contiene) residuos de cisteina
oxidados

OXPHOS | sistema de fosforilacion oxidativa,

del inglés oxidative phosphorylation system

.
PAGE | electroforesis en gel de poliacrilamida,
del inglés polyacrilamide-gel electrophoresis
PBS | tampdén fosfato salino, del inglés
phosphate buffer saline

PDGF-a | factor de crecimiento a derivado de
las plaquetas del inglés platelet-derived growth
factor subunit A

PPARy | peroxisome proliferator-activated

receptor-y
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PTMs | modificaciones postraduccionales, del

inglés post-translational modifications

r.

RBP4 | proteina de unién a retinol 4 del inglés
retinol-binding protein 4

RE | reticulo endoplasmico

redCys | (que contiene) residuos de cisteina
reducidos

redoxCys | (que contiene) residuos de cisteina
reducidos y oxidados

RIPA | tampén de ensayo de
radioinmunoprecipitacidn

RNS | especies reactivas del nitrdgeno, del
inglés reactive nitrogen species

ROS | especies reactivas de oxigeno, del inglés
reactive oxygen species

RT | temperatura ambiente, del inglés room

temperature

S.

S100A8 | proteina S100 de unién a calcio A8,
del inglés S100 calcium-binding protein A8
S$100A9 | proteina S100 de unién a calcio A9,
del inglés S100 calcium-binding protein A9
SAOS | sindrome de apnea obstructiva del
suefio

SAT | tejido adiposo subcutaneo, del inglés
subcutaneous adipose tissue

SBT | Systems Biology Triangle model

SCs | supercomplejos

SDHC | succinato deshidrogenasa citocromo
b560

SLC25A1 | transportador mitocondrial de
tricarboxilato, del inglés fricarboxylate transport

protein, mitochondrial

w
o



abreviaturas.

Sldl | Servicio Interdepartamental de
Investigacion

SIL | marcaje mediante isétopos estables, del
inglés stable isotope labeling

SILAC | stable isotope labeling with amino acids
in cell culture

SOD | superéxido dismutasas

S0D2| superoxido dismutasa mitocondrial

SVF | componente estroma-vascular, del inglés

stromal-vascular fraction

t.
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TFA | &cido trifluoroacético

TFAM | factor de transcripcion mitocondrial, del
inglés transcription factor A, mitocondrial

TGF-B | factor de crecimiento transformante
del inglés transforming growth factor beta
THBS1 | trombospondina, del inglés
thrombospondin-1

TIM | translocasas de la membrana mitocondrial
interna, del inglés franslocase of inner
membrane

TMT | tandem mass tag

TNF-a | factor de necrosis tumoral a, del inglés
tumor necrosis factor a

TOM | franslocasas de la membrana
mitocondrial externa, del inglés translocase of
outer membrane

TOM22 | subunidad de 22 kDa de la translocasa
de la membrana mitocondrial externa, del inglés
translocase of outer membrane 22 kDa subunit

homolog

TXN | tiorredoxina

u.

UAM | Universidad Autonoma de Madrid

UCP-1 | proteina desacoplante 1, del inglés
uncoupling protein 1

USS | tampén de urea, del inglés urea sample

solution

V.

VAT | tejido adiposo visceral, del inglés visceral
adipose tissue

VDAC1 | canal de intercambio anidnico
dependiente de voltaje 1, del inglés voltage-
dependent anion-selective channel protein 1
VEGF | factor de crecimiento del endotelio
vascular, del inglés vascular endothelial growth

factor

W .

WB | Western-blot
Wq | peso estadistico de la proteina
WSPP | Weighted Spectrum, Peptide and

Protein model

X.
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proteina
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Zc | logoratio estandarizada a nivel de categoria
funcional
Zp | logoratio estandarizada a nivel de péptido

Zq | logoratio estandarizada a nivel de proteina
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“Si he visto mds lejos es porque estoy sentado sobre los hombros de gigantes.”

Isaac Newton (1642 - 1727) a Robert Hooke (1635 - 1703)
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Lejos del debate sobre la estética que con frecuencia trae consigo, la obesidad constituye un verdadero
problema de Salud Publica. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio mueren
aproximadamente 2,8 millones de personas en el mundo a causa de los efectos derivados de la obesidad
y el sobrepeso (OMS, Julio 2016). Esencialmente, la obesidad se define como un desequilibrio entre el
consumo y el gasto de energia que se traduce en una acumulacién excesiva de tejido adiposo con
consecuencias perjudiciales en el organismo. A grandes rasgos, esta acumulacion excesiva de grasa
conlleva a la disfuncion del tejido adiposo y, con ello, a la disrupcion de la homeostasis metaboélica dando
lugar al desarrollo de comorbilidades.

El presente trabajo de Tesis Doctoral se centra en el estudio del tejido adiposo humano en
obesidad y sus patologias asociadas, méas particularmente en la diabetes tipo 2 (DM2), mediante la

aplicacion de técnicas protedmicas de alta resolucidn y herramientas de Biologia de Sistemas.
1. TEJIDO ADIPOSO Y OBESIDAD

El ser humano posee dos tipos principales de tejido adiposo: el tejido adiposo blanco vy el tejido adiposo
marron (también conocido como “grasa parda’). Estos dos tejidos difieren enormemente en sus

caracteristicas moleculares, morfolégicas y funcionales, asi como en su origen embrionario (Tabla 1).

Tabla 1| Principales caracteristicas del tejido adiposo blanco y marrén.

Tejido adiposo blanco

Almacenamiento de lipidos en forma de
Funcion principal triglicéridos; protecciéon mecanica y
aislamiento térmico
Se distinguen dos grandes depdsitos:
subcutaneo y visceral. Ademas existen

Localizacion g o
otras localizaciones en la region
epicardica, orbicular o en las génadas
L Inervacion simpatica y parasimpatica;
Caracte:r|§t|cas vascularizacion media
macroscopicas del
tejido Alta presencia de otros tipos celulares
como linfocitos, macrofagos y fibroblastos
Tamaiio del adipocito Células grandes (25-200 um)
Fundamentalmente esférica; una gran
gota lipidica que desplaza al nucleo y el
Morfologia del citoplasma a la periferia
adipocito . . .
P Escaso contenido mitocondrial
(mitocondrias pequefias y alargadas)
Marcadores
moleculares Leptina
principales

Origen embrionario Mesenquimal - Adipoblastos (Pax7-/Myf5-)

Informacion adaptada de (Fruhbeck et al, 2009; Rosen & Spiegelman, 2014).
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Hasta hace apenas una década, se creia que el tejido adiposo marrén activo estaba presente
Unicamente en mamiferos con capacidad de hibernacién y en neonatos, dada la importancia de su
funcién termogénica (productora de calor) (Hayward & Lisson, 1992). Sin embargo, en el afio 2009 se
caracteriz6 la presencia de tejido adiposo marron funcionalmente activo en adultos (Cypess et al, 2009;
Virtanen et al, 2009), dando lugar a una creciente linea de investigacién sobre su papel regulador en el
metabolismo. De hecho, en los Ultimos afios se ha hablado de un tercer tipo de grasa conocida como
tejido adiposo beige compuesto por células con gotas lipidicas multiloculares y un nimero elevado de
mitocondrias que estdn embebidas en el tejido adiposo blanco (Rosen & Spiegelman, 2014). Este tipo de
adipocitos procederian de células de tejido adiposo blanco que en un proceso de “pardeamiento”
(browning) adquiririan caracteristicas propias del tejido adiposo marrén (principalmente basadas en la
capacidad de dispersion de calor tras estimulacion B-adrenérgica por la expresion de la proteina
desacoplante 1, UCP-1) (Wu et al, 2012) (Tabla 1). Aunque ain se debate sobre su origen y las
caracteristicas intrinsecas de los adipocitos beige (Rosen & Spiegelman, 2014), se sabe que la
acumulacién de grasa parda esta inversamente relacionada con la edad y el grado de obesidad (Cypess
et al, 2009). Esto ha dado lugar a un creciente interés en el campo de la clinica, ya que se ha demostrado
que tanto la actividad del tejido adiposo marrén asi como el proceso del browning del tejido adiposo
blanco tienen un papel protector en el metabolismo (Barquissau et al, 2016; Hoeke et al, 2016), lo que
potencialmente ayudaria a frenar el desarrollo de comorbilidades.

Por su parte, el tejido adiposo blanco constituye el depdsito de grasa principal en el organismo, y
ha sido su disfuncién en obesidad la que directamente se ha relacionado con el desarrollo de otras
patologias como la DM2, enfermedad cardiovascular (ECV) o cancer (Calle & Thun, 2004; Neeland et al,
2012; Nikolopoulou & Kadoglou, 2012). La presente Tesis Doctoral se enmarca exclusivamente en el
estudio del tejido adiposo blanco en obesidad, al que a partir de ahora se referira como “tejido adiposo”

por cuestiones de simplicidad.
1.1. El tejido adiposo como érgano endocrino

Durante afios, el tejido adiposo se considerd un mero reservorio de grasa en el organismo. De hecho, en
los afios 40 se le consideraba una forma de tejido conectivo con capacidad de almacenamiento de grasas
en forma de gotas lipidicas y hasta la década de los 80 no se comenzo a reconocer su importante papel
en la homeostasis nutricional (Rosen & Spiegelman, 2014). Poco a poco se fueron descubriendo diversas
moléculas secretadas por los adipocitos, y fue a partir del afio 1994 con el descubrimiento de la leptina
(Zhang et al, 1994) cuando se le empezd a considerar un auténtico 6rgano endocrino. La leptina es la
principal hormona secretada por el tejido adiposo y participa en el control del apetito a nivel del sistema
nervioso central, la regulacién del gasto energético y la sefializacion de insulina, entre otros (Trayhurn et
al, 1999). A dia de hoy, la lista de hormonas y factores secretados por el tejido adiposo se ha ampliado
enormemente (revisado en (Rodriguez et al, 2015)), lo que remarca la extensién de sus acciones

reguladoras (Tabla 2).
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Tabla 2 | Algunas adipoquinas secretadas por el tejido adiposo y sus principales efectos fisioldgicos.

Adipoquina

Respuestas fisiologicas

Referencias

Adiponectina

Angiotensinégeno

Calprotectina

Hormona con propiedades antidiabéticas, anti-inflamatorias
y anti-aterogénicas

Incrementa la presién sanguinea y regula la expansién del
tejido adiposo

Factor pro-inflamatorio implicado en la quimiotaxis y la
adhesién celular; actividad anti-microbiana

Factor estimulante de la captacién de glucosa; activador de

(Maeda et al, 2002)
(Massiera et al, 2001)

(Vogl et al, 2007)

FGF-21 la termogénesis, el gasto energético y la utilizacion de (Kharitonenkov et al, 2005)
lipidos

Grelina Horrp'ona adllpogenlca y ore>f|gen|ca; efecto depresor en la (Rodriguez et al, 2009)
presion arterial (agente cardioprotector)

IGF-1 EsFlmu.IaC|on de la proliferacion y diferenciacion en los (Schmidt et al, 1990)
adipocitos

IL1p Cltoqu.ma proqnflamatgna implicada en la inflamacion (Larsen et al, 2007)
paracrina del tejido adiposo

IL-6 Citoquina pro-inflamatoria implicada en la respuesta de fase (Mohamed-Al et al, 1997)
aguda

IL-10 Citoquina anti-infamatoria (Kumada et al, 2004)
Hormona anorexigénica (inhibidora del apetito); requladora  (Fruhbeck et al, 2001;

Leptina de la respuesta inflamatoria y la presién arterial ademéas de  Trayhurn et al, 1999;
otros efectos pleiotropicos Zhang et al, 1994)

MCP-1 Proteina quimioatrayente que produce la inflamacion e (Kanda et al, 2006)

Osteopontina

infiltracién de macréfagos en el tejido adiposo

Factor pro-inflamatorio implicado en el remodelado
vascular; citoquina involucrada en el desarrollo de
resistencia a insulina y cancer

Inductor de la activacion de células madre del foliculo

(Gomez-Ambrosi et al,
2007)

(Festa et al, 2011; Schmidt

PDGF-a piloso; regulador de la cicatrizacién de la piel & Horsley, 2013)
RBP4 factgr |mp.I|<.:a.dO er‘1 el desarrollo dejlla reS|stenC|a. a (Esteve etal, 2009)
insulina, dislipidemia y la acumulacién de grasa visceral
‘s Hormona pro-inflamatoria implicada en el desarrollo de la (Banerjee et al, 2004;
Resistina . o
resistencia a insulina Steppan et al, 2001)
TGF-p Fgctor rtleggllador dela apoptgsm y de la proliferacion y (Kehrl, 1991)
diferenciacion de pre-adipocitos
TNF-a Qltogu!na pro-inflamatoria |mpl|gada gn Ig mfIgmamon (Hotamisligil et a, 1993)
sistémica y el desarrollo de resistencia a insulina
Factor que participa en la estimulacion de la angiogénesis (Gomez-Ambrosi et al,
VEGF . .
en el tejido adiposo 2010)
Visfatina Enzima sintetizadora de NAD+ implicada en la regulacion (Fukuhara et al, 2005)

de las células B-pancreaticas

FGF-21, factor de crecimiento de fibroblastos 21 ; IGF-1, factor de crecimiento de insulina 1; IL-1B, interleuquina 1p;
IL-6, interleuquina 6; IL-10, interleuquina 10; MCP-1, proteina quimioatrayente de monocitos 1; PDGF-a, factor de
crecimiento a derivado de las plaquetas; RBP4, proteina de union a retinol 4; TGF-B, factor de crecimiento

transformante [3; TNF-a, factor de necrosis tumoral a; VEGF, factor de crecimiento del endotelio vascular.
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Gracias a estas adipoquinas el tejido adiposo posee una importante comunicacion con el sistema
inmune y otros tejidos. Por ejemplo, el tejido adiposo mantiene una comunicacion bidireccional muy
importante con el musculo esquelético regulando directamente su sensibilidad a insulina (Hotamisligil et
al, 1993; Maeda et al, 2002) y se aprovecha a su vez de la accion de mioquinas con efectos beneficiosos
sobre el metabolismo (Bostrom et al, 2012). Ademas, los adipocitos secretan PDGF-a (factor de
crecimiento a derivado de las plaquetas) que favorece la activacion de las células madre del foliculo
piloso (Festa et al, 2011); y la grasa epicardica produce diversos factores con importantes efectos sobre
el sistema cardiovascular (Cherian et al, 2012). Asi pues, las acciones del tejido adiposo son variadas y
pleiotrépicas, por ello no es de extrafiar que su disfuncion con la obesidad y la subsecuente alteracion de
la secrecién de estos factores tengan consecuencias sistémicas favoreciendo la aparicién de otras

patologias.

1.1.1. Estructura y composicion del tejido adiposo

Es importante destacar que, ademas de sus funciones endocrinas, el tejido adiposo también
ejerce funciones autocrinas (es decir, se regula a si mismo) y esto se debe en parte a su composicién
heterogénea. Aunque la mayoria de adipoquinas son secretadas por los adipocitos (de ahi su nombre),
son varias las hormonas que se secretan por otros tipos de células residentes en este tejido (Ouchi et al,
2011). De hecho, el tejido adiposo posee dos fracciones bien diferenciadas: los adipocitos y el
componente estroma-vascular (SVF). Los adipocitos forman una estructura tridimensional sustentada en
una red de proteinas de matriz extracelular (ECM) entre la que se disponen el resto de componentes del
SVF. La composicion de la ECM en el tejido adiposo es similar a la que podemos encontrar en otros
tejidos y esta formada principalmente por proteoglicanos, fibras de colageno, lamininas y fibronectina,
entre otros (Mariman & Wang, 2010). La ECM ejerce un efecto mecanico sobre los adipocitos de manera
que las variaciones en su composicidn y su remodelacion ante situaciones de estrés, como en obesidad,
desencadenan la disfuncién del tejido adiposo (Divoux & Clement, 2011; Mori et al, 2014).

Pese a que la mayor parte del volumen esté ocupado por los adipocitos, el SVF mantiene una
importante comunicacion con estos y tiene un papel esencial en la regulacién del tejido adiposo y su
accion endocrina sobre otros tejidos. De hecho, la mayoria de las interleuquinas y moléculas pro-
inflamatorias son secretadas por el SVF (Peinado et al, 2010). Los tipos celulares que conforman el SVF
son diversos, destacando: células madre mesenquimales (que poseen un gran potencial en terapia
celular y medicina regenerativa), pre-adipocitos (0 células precursoras de adipocitos), células endoteliales
(que forman parte de vasos sanguineos de distinto calibre), células nerviosas (especialmente fibras
aferentes del Sistema Nervioso Simpatico), fibroblastos (que tienen una importante funcion en la
formacion de la ECM) y diversas células del sistema inmune (como linfocitos y macréfagos) (Frayn et al,
2003) (Figura 1). Tal como se desarrollara en aparados siguientes, con la expansién del tejido adiposo en
obesidad las poblaciones de células del sistema inmune sufren una grave alteracion favoreciéndose la

inflamacién y el desarrollo de resistencia a insulina (IR) (Ouchi et al, 2011). De entre todas ellas, los
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macrofagos destacan por su papel secretor de citoquinas, regulando la sensibilidad a insulina no solo a
nivel del tejido adiposo, sino también en musculo e higado (Xu et al, 2003). Asi pues, el SVF contribuye
enormemente al perfil secretor del tejido adiposo, llegando a determinar gran parte de las diferencias

entre los distintos depositos de grasa en el organismo (Peinado et al, 2010).

Figura 1 | Estructura vy
pelpecte composicion del tejido adiposo.
Capilar uz del vaso El tejido adiposo tiene una
' of 10 estructura formada por una red
0 a tridimensional de adipocitos que se
0 a sustenta en una ECM entre la que
0 a se disponen el resto de
0 a componentes del SVF. Figura
Fibroblasto Sar\]’;‘j;eo m(ﬁ::éﬂlzs”gs' é:(', L:)'tf“a‘es modificada de (Ouchi et al, 2011).

1.1.2. Localizacion del tejido adiposo

El tejido adiposo se encuentra disperso por todo el organismo y, ademas de la endocrina, ejerce
otras funciones como el aislamiento al frio 0 el soporte mecanico y de proteccion a los distintos 6rganos.
Se distinguen dos localizaciones principales, el tejido adiposo visceral (VAT) y el tejido adiposo
subcutaneo (SAT), asi como ofras localizaciones secundarias alrededor de las rodillas o las vértebras,
en la region supra-orbital, en las génadas o la zona epicardica. EI SAT se encuentra inmediatamente
debajo de la piel y se acumula mayoritariamente en la region abdominal, los gluteos y las caderas. EI VAT
agrupa todos los depdsitos de grasa de la cavidad abdominal como son el tejido mesentérico (que rodea
al intestino) o el tejido adiposo retroperitoneal (que se encuentra entre las visceras y la columna vertebral
protegiendo a 6rganos como los rifiones), aunque sin duda destaca el tejido adiposo omental, que se
extiende como un faldén por delante del aparato digestivo (Wronska & Kmiec, 2012). EI SAT posee
adipocitos mas grandes que el VAT (Tchernof et al, 2006), mayor cantidad de pre-adipocitos (Tchkonia et
al, 2005), y sus células madre poseen una mayor capacidad de diferenciacion in vitro (Walker et al, 2008).
El perfil secretor es marcadamente distinto en ambos depdsitos, favoreciéndose la liberacién de
hormonas como la leptina o la adiponectina en el SAT (Drolet et al, 2009; Van Harmelen et al, 1998) y
citoquinas pro-inflamatorias en el VAT (Fain et al, 2004). Ademas, estos tejidos presentan distinto grado
de irrigacion vascular (Ye, 2011), distinta expresion de receptores para algunas hormonas (Erman et al,
2011; Ortega et al, 2009) y responden de forma distinta a catecolaminas (Hellmer et al, 1992). Este
conjunto de diferencias ha dado lugar a que el VAT (representado principalmente por el depésito omental)

se le considere la grasa “perjudicial” mientras que al SAT se le atribuya un papel “protector”. De hecho,
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diversos estudios poblacionales han sefialado que la obesidad central o visceral es la que se asocia al
desarrollo de otras patologias, no asi la obesidad periférica (Fox et al, 2007; Snijder et al, 2003).

Para encontrar las razones subyacentes a los distintos roles del VAT y el SAT, se han postulado
diversas hipétesis. A dia de hoy, la més aceptada sostiene que la expandabilidad del SAT es esencial
para frenar el desarrollo de comorbilidades (Virtue & Vidal-Puig, 2010). Segun esta teoria, la acumulacién
de grasa se produciria primeramente en el SAT de manera que este se iria expandiendo hasta llegar a un
limite (funcionando durante ese tiempo como un “tampén”). Una vez sobrepasado ese limite (por ejemplo,
en una situacién de obesidad), la grasa se localizaria fuera del SAT (dando lugar a la lipotoxicidad) lo que
favoreceria la aparicién de “grasa ectdpica” y el desarrollo de comorbilidades. Dentro de esta teoria, el
VAT se reconoce como uno de los depdsitos ectdpicos que marca la disfuncionalidad del SAT y
contribuye paralelamente al fomento de la inflamacion sistémica y la IR en el organismo (Vidal-Puig,
2013) (Figura 2).

Balance energético positivo

|

Acumulacion de grasas

l

Incapacidad de expansion del SAT
(ante una situacion limite como
obesidad o lipodistrofia)

1 [l
i i

LIPOTOXICIDAD
1 Deposito ectdpico de grasas
g ¥ ¥ Y N ™
2 - )
VAT 1 Higado 1 Grasa 1 Grasa en 1 Grasa 1 Grasa
i graso epi/pericardica musculo renal pancreética
¥ ¥ < ¥ A4 ¥
Inﬂamac|6n Alteracion
: : e : : secrecion de
Resistencia periférica a la insulina etlina
A4 4
Mayor riesgo de DM2 y ECV

Figura 2 | Teoria de la expandabilidad y papel del VAT en el desarrollo de comorbilidades. Bajo este modelo,
el exceso de VAT seria un marcador de disfuncionalidad del SAT. Una vez alcanzado el umbral de expansion, el
SAT no seria capaz de almacenar mas grasa bajo un estado de balance energético positivo. Esto favoreceria la
acumulacion de grasa ectopica en otros tejidos, con un incremento del riesgo metabdlico y cardiovascular. Figura

modificada de (Tchernof & Despres, 2013).
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1.1.3. Adipogénesis y expansion del tejido adiposo

En un estado de balance energético positivo, el tejido adiposo se expande para acomodar el
almacén de exceso de energia en forma de triglicéridos gracias a dos fenémenos: la remodelacion de la
ECM vy la adipogénesis. Estos procesos tienen lugar de forma paralela, de modo que el adipocito
contribuye activamente a la remodelacion de la ECM durante su proceso de diferenciacion (Mariman &
Wang, 2010). Es importante subrayar que este remodelamiento se acompafia de la induccién de la
angiogénesis (formacién de vasos sanguineos), que es esencial para que al tejido adiposo le lleguen el
oxigeno, las hormonas y los componentes nutricionales para su correcta expansion (Cao, 2007).

La adipogénesis es un proceso altamente regulado y complejo en el que se distinguen una serie
de pasos criticos: i) reclutamiento de células progenitoras a partir del SVF para que se conviertan en pre-
adipocitos; ii) expansion clonal mitética de los pre-adipocitos e induccion de una cascada de sefializacion
en la que estan implicados factores de transcripcion como CREB (cyclic AMP response element-binding
protein), C/EBPB (CCAAT/enhancer-binding protein) y PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor-
y); y iii) una etapa final que consiste en la expresion de genes “adipogénicos” que producen el fenotipo
propio del adipocito (Brun et al, 1996; Tang & Lane, 2012). Algunos de estos genes son la proteina
transportadora de &cidos grasos 4 (FAPB4), el transportador de glucosa 4 (GLUT-4) o la sintasa de
acidos grasos (FASN) (Guo et al, 2015). Asi pues, la acumulacién de grasa depende fundamentalmente
de la formacién de nuevos adipocitos (hiperplasia) y el aumento del tamafio de estos adipocitos mediante

la acumulacién de triglicéridos en su gota lipidica (hipertrofia) (Otto & Lane, 2005).

1.1.4. Disfuncién del tejido adiposo en obesidad

La hipertrofia excesiva de los adipocitos forma el eje central de la disfuncion del tejido adiposo
en obesidad. Para que se produzca una correcta y “sana” expansion del tejido adiposo es fundamental
que se produzca un cierto grado de inflamacion, lo que a su vez regula la remodelacion de la ECM
(Wernstedt Asterholm et al, 2014). No obstante, una vez se alcanza el limite en el numero de adipocitos
que pueden producirse se favorece su hipertrofia excesiva, desembocando en estrés para el adipocito
con muerte celular y liberacion de lipidos a la circulacion que genera lipotoxicidad (Gustafson et al,
2009; Vidal-Puig, 2013).

El adipocito hipertréfico posee un perfil de adipoquinas alterado (Ouchi et al, 2011), lo que
contribuye a la generacion de inflamacion local (en el tejido adiposo) e inflamacién sistémica
(Hotamisligil, 2006). En el tejido adiposo, la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias como el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) o la interleuquina 6 (IL-6) favorece la lipdlisis y disminuye la acumulacion de
triglicéridos (Stouthard et al, 1995; Xu et al, 1999). Ademas, la liberacion de estas citoquinas al torrente
sanguineo conlleva a que se unan a sus receptores celulares en otros tejidos interfiriendo directamente
en la cascada de sefializacién de insulina y favoreciendo la aparicidn de IR (Guilherme et al, 2008). Por

otro lado, los adipocitos hipertroficos liberan otras citoquinas como MCP-1 (proteina quimioatrayente de
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monocitos 1) dando lugar al reclutamiento de macréfagos y otras células del sistema inmune (Sartipy &
Loskutoff, 2003). De hecho, en el tejido adiposo de pacientes obesos aparecen una serie de estructuras
en corona (crown like structures, CLS), que consisten en macréfagos encargados de fagocitar adipocitos
necroticos generando focos de inflamacion aguda (Cinti et al, 2005). Asi, mientras que el tejido adiposo
de personas delgadas estd fundamentalmente ocupado por linfocitos T reguladores, eosindfilos y
macrofagos de tipo M2 (residentes o anti-inflamatorios), en los pacientes obesos las poblaciones inmunes
varian manifestando un fenotipo pro-inflamatorio dominado por mastocitos, diversos tipos de linfocitos Ty
macrofagos M1 (“clasicamente activados” o pro-inflamatorios) (Rosen & Spiegelman, 2014; Sun et al,
2011). Paralelamente, la hipertrofia excesiva de los adipocitos en obesidad impide una adecuada
respuesta angiogénica favoreciendo la aparicién de focos de hipoxia local y contribuyendo a la variacion
en el perfil secretor de los adipocitos (Sun et al, 2011). El principal regulador de estos efectos es el factor
inducible por hipoxia 1a (HIF-1a), el cual regula directamente la expresién de genes como la leptina
(Lolmede et al, 2003) y la generacion de fibrosis en el tejido adiposo (Halberg et al, 2009), lo que

favorece la aparicion de IR.
1.2. Epidemiologia de la obesidad

Paradojicamente, el ser humano pas6 gran parte del siglo XX luchando contra el hambre en el mundo y
sin embargo la obesidad se erige como la nueva epidemia del siglo XXI (NCD-RisC, 2016). Las cifras son
claras: desde 1980 la obesidad se ha casi triplicado en todo el mundo; en 2014, el 39% de las personas
adultas tenian sobrepeso, y el 13% eran obesas; y a dia de hoy, la mayoria de la poblacion mundial vive
en paises donde el sobrepeso y la obesidad se cobran mas vidas que el hambre y la insuficiencia
ponderal (OMS, Julio 2016).

Para estimar la adiposidad y el grado de obesidad, se ha recurrido a varios parametros. El mas
comun es el indice de masa corporal (IMC) que establece la relacion entre el peso (en kilogramos) y la
estatura (en metros cuadrados) de un individuo. La OMS establece que un individuo padece sobrepeso
cuando tiene un IMC > 25; que es obeso cuando su IMC > 30 y que padece obesidad mérbida a partir de
un IMC de 40. Estudios poblacionales han relacionado el aumento progresivo del IMC con un mayor
riesgo de desarrollo de comorbilidades como la hipertensién, dislipidemia, DM2, ECV y cancer (Calle et al,
2003; Emerging Risk Factors et al, 2011; Willett et al, 1995). Aunque el IMC es una herramienta valida
para estimar la prevalencia de la obesidad, este valor posee sus limitaciones ya que no tiene en cuenta la
heterogeneidad de la distribucién de la grasa en el organismo (Tchernof & Despres, 2013). Por ello, se
recurre a otros parametros como el perimetro de la cintura o la relacion cintura/cadera. Estas medidas
permiten estimar el grado de obesidad y determinar la mayor o menor probabilidad que tiene una persona
de sufrir enfermedades asociadas (Pouliot et al, 1994; Qiao & Nyamdorj, 2010). Los umbrales por encima
de los cuales se incrementa el riesgo de sufrir complicaciones metabolicas para las mujeres son: un

perimetro de cintura superior a 80 cm y una relacién cintura/cadera por encima de 0,8; y para los
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hombres un perimetro de cintura por encima de 94 ¢cm y una relacién cintura/cadera por encima de 1,0
(Welborn & Dhaliwal, 2007).

Aunque estas medidas son comlnmente utilizadas en la practica clinica, actualmente se utilizan
otros métodos de imagen para evaluar la composicién corporal y la distribucién de la grasa in vivo como
la tomografia computarizada o la resonancia magnética nuclear (revisado en (Goodpaster, 2002)). Otras
modalidades mas econdmicas incluyen técnicas como la bicimpedancia eléctrica, que también son
validas para la estimacidon de la composicidon corporal (Boneva-Asiova & Boyanov, 2011). Estas
tecnologias han permitido incrementar nuestro conocimiento sobre la distribuciéon y composicion de la
grasa en el organismo llegandose incluso a distinguir entre distintos tipos de obesidad (Yamakado et al,
2012). Estos estudios han confirmado que la acumulacion de grasa visceral en detrimento de la
subcutanea (con independencia del IMC) determina un peor perfil metabdlico y un alto riesgo de

desarrollo de comorbilidades (revisado en (Tchernof & Despres, 2013)).

1.3. Etiologia de la obesidad

La obesidad es una enfermedad compleja que se produce por un desequilibrio en el consumo y gasto de
energia. Las causas que provocan este desequilibrio pueden ser variadas, aunque a menudo la ingesta
de alimentos hipercaldricos y la disminucion de la actividad fisica conforman la ecuacién de la obesidad.
Ultimamente se esta dando mucha importancia al estudio de la epigenética de la obesidad y su relacion
con el ambiente y se ha sefialado que ya en el vientre materno determinados habitos pueden incrementar
el riesgo de padecer obesidad y DM2 en el futuro adulto (revisado en (Desai et al, 2015). Otros
parametros que influyen enormemente en la acumulacidén de grasa son la edad, la etnia, el sexo del
individuo y la composicion de la microbiota (revisado en (Sommer & Backhed, 2013; Tchernof & Despres,
2013)). En los Ultimos afios, se ha estudiado profundamente el microbioma humano y su alteracion en
patologias como la obesidad (Spor et al, 2011). Estos trabajos han determinado las especies
predominantes en la microbiota intestinal de pacientes delgados frente a obesos y se esta discutiendo la
posibilidad de realizar trasplantes de microbiota como nuevas terapias anti-obesidad (Brahe et al, 2016;
Gupta et al, 2016).

1.3.1. Edad

El envejecimiento se caracteriza por una pérdida progresiva de la integridad fisiolégica y un
empeoramiento de la funcionalidad celular, lo que se traduce en una mayor vulnerabilidad hacia la muerte
(Lopez-Otin et al, 2013). Este deterioro predispone por si mismo a padecer diversas patologias como el
cancer, la diabetes y desordenes neurodegenerativos y cardiovasculares. Con la edad, el tejido adiposo
se vuelve mas fibroso, tiene mas tejido conectivo, las paredes vasculares se vuelven mas gruesas y
disminuye su capacidad de formacion de nuevos adipocitos (Divoux et al, 2010; Sun et al, 2011).
Ademas, con el paso del tiempo existe una redistribuciéon anatémica favoreciéndose la acumulacién de

grasa en el organismo, especialmente en el VAT (Pascot et al, 1999). De hecho, el ratio VAT/SAT
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incrementa con el paso del tiempo (Kotani et al, 1994), asi como el diametro de la cintura o la relacion
cintura/cadera (Han et al, 1997; Shimokata et al, 1989). Es importante recalcar que estas medidas
suponen factores de riesgo predictivos para el desarrollo de comorbilidades, de ahi que la obesidad se

haya considerado por si misma un factor acelerador del envejecimiento (Barzilai et al, 2012).
1.3.2. Género

El dimorfismo sexual en obesidad esta muy establecido, distinguiéndose incluso dos tipos de
fenotipos obesos: un fenotipo de “pera” o ginoide, frecuentemente asociado a mujeres, donde destaca
la acumulacion de SAT frente a VAT y por tanto se asocia a un menor riesgo metabolico (Karastergiou et
al, 2012); y un fenotipo de “manzana” o androide, asociado a los hombres, donde destaca la
acumulacién de VAT frente al SAT y por tanto aumenta el riesgo de desarrollo de comorbilidades (Geer &
Shen, 2009). Estas diferencias en la distribucion de la grasa son especialmente patentes hasta la edad
post-menopausica, momento en el que las mujeres comienzan a adquirir un fenotipo androide y por tanto
su riesgo a padecer comorbilidades se iguala o incluso aumenta respecto a los hombres (Regitz-Zagrosek
et al, 2006). Entre las causas que subyacen a estas diferencias destacan el distinto componente genético,

la accion de las hormonas sexuales y la regulacion del sistema inmune (Palmer & Clegg, 2015).

1.4. Alteraciones metabolicas en obesidad

La obesidad grave o mérbida se asocia a numerosas patologias como son hipertension arterial,
dislipidemia, IR, DM2, esteatosis hepatica, sindrome de apnea obstructiva del suefio (SAOS), ECV y
diversos tipos de cancer (revisado en (Tchernof & Despres, 2013)). Dado que en esta Tesis Doctoral se
profundizara en el estudio de pacientes diabéticos, a continuacion se exponen las principales alteraciones

metabolicas que ocasionan la aparicién de DM2.

1.4.1. Sefializacion de insulina, IR y desarrollo de DM2

La insulina regula el transporte y el metabolismo de la glucosa, el crecimiento y la diferenciacion
celular y ademas posee importantes funciones neurotréficas (revisado en (Ketterer et al, 2011; Taniguchi
et al, 2006)). En el higado, la insulina suprime la liberacion de glucosa mediante la inhibicién de la
gluconeogénesis y glucdgenolisis, y promueve la sintesis de glucogeno; en el musculo esquelético, la
insulina promueve la captacion y la utilizacion de glucosa; y en el tejido adiposo, la insulina inhibe la
lipdlisis y aumenta el almacenamiento de triglicéridos (Taniguchi et al, 2006).

La IR se define como una respuesta inadecuada por parte de los tejidos insulino-dependientes a
unos niveles normales de insulina circulantes (resistencia periférica) (Schenk et al, 2008). Dadas las
funciones de esta hormona, este estado de resistencia se caracteriza por la menor disposicion de glucosa
para el musculo, la pérdida de la supresion de la produccion hepatica de glucosa y la alteracidn de la
lipdlisis en tejido adiposo, entre otros. Estas condiciones dan lugar a la aparicién de un estado

hiperglucémico (al principio “virtual”) y un aumento de los niveles plasmaticos de acidos grasos. Esta
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hiperglucemia provoca una respuesta compensatoria de las células B del pancreas que secretan mas
insulina (dando lugar a hiperinsulinemia), para intentar alcanzar un estado normo-glucémico (Taniguchi et
al, 2006). Si esta situacion se prolonga en el tiempo, se produce el fracaso de las células B y su muerte
celular (Stumvoll et al, 2005), desarrollando en primera instancia una intolerancia a la glucosa que

progresara hacia la aparicion de DM2.
2. MITOCONDRIA

La mitocondria es el organulo energético por excelencia y esta presente en el citoplasma de todas las
células eucariotas con metabolismo aerobio (Alberts et al, 2002). Su funcién principal consiste en la
oxidacién de metabolitos (procedentes mayoritariamente de glucidos y lipidos) para generar energia en
forma de ATP. No obstante, la mitocondria desempefia también un papel muy importante regulando otros
procesos como la apoptosis, la homeostasis del calcio y el sodio, la cetogénesis o la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Cheng & Ristow, 2013; Starkov, 2008).

El metabolismo mitocondrial es el origen y diana de numerosas sefiales nutricionales que
integran respuestas fisioldgicas para mantener la sensibilidad a insulina (Koliaki & Roden, 2016). A este
respecto, la mitocondria coordina si los acidos grasos y metabolitos que le llegan son oxidados a través
del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) y la cadena de transporte electronico (ETC) o si se acumulan
en forma de triglicéridos en el citoplasma hasta que la célula los necesite (Kusminski & Scherer, 2012;
Sun et al, 2011). Ademas, existe una importante sincronizacién entre la biogénesis mitocondrial y la
adipogénesis (De Pauw et al, 2009). De hecho, para que se produzca la correcta diferenciaciéon de
adipocitos es esencial que exista un aumento sincronizado del metabolismo mitocondrial con una subida
de ROS justo al comienzo de este proceso (Tormos et al, 2011). Por tanto, no es de extrafiar que

alteraciones en el metabolismo mitocondrial tengan consecuencias sobre la adipogénesis, y viceversa.
2.1. (Dis)funcién mitocondrial

La respiracion celular es el proceso molecular mediante el cual se consume O2 y se genera CO.. Durante
este proceso, la energia liberada se acumula en forma de equivalentes reductores de las moléculas de
NADH y FADH; que son utilizados para la generacion de ATP gracias al sistema de fosforilacion oxidativa
(OXPHOS). Una de las caracteristicas mas especiales de este sistema es su doble origen genético. La
mitocondria posee un ADN mitocondrial (ADNmt) propio que codifica a 13 subunidades del sistema
OXPHOS. El resto de proteinas de OXPHOS y del proteoma mitocondrial, estan codificadas por el
genoma nuclear. Esto implica que dichas proteinas han de ser correctamente sintetizadas en el
citoplasma e importadas a la mitocondria, estableciéndose una comunicacién nicleo-mitocondria esencial
para el mantenimiento de la homeostasis celular (Cagin & Enriquez, 2015). Ademas también existe una
importante comunicacién reticulo endoplasmico (RE)-mitocondria. EI' RE participa en la sintesis y

plegamiento de proteinas (Chevet et al, 2001), asi como en la sefializacion del calcio, entre otras
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funciones (Giorgi et al, 2009). La red mitocondrial y del RE interaccionan fisicamente a través de unas
estructuras conocidas como MAMs (mitochondria associated membranes) cuya alteracion se ha

relacionado con la disrupcion de la homeostasis celular (Patergnani et al, 2011).

2.1.1. El sistema OXPHOS

El sistema OXPHOS lo conforman los complejos de la ETC y la ATP sintasa (Saraste, 1999). Los
complejos de la ETC consisten en una serie de agregados supramoleculares (enumerados del | al IV)
formados por flavoproteinas, proteinas hierro-sulfuro, ubiquinonas y citocromos que actian
secuencialmente. A grandes rasgos, las moléculas reductoras de NADH y FADH, ceden sus electrones a
nivel de los complejos | y Il respectivamente, de manera que se genera un flujo de electrones que culmina
en la reduccion del O, a H.0 por parte del complejo IV. Durante el flujo de electrones se genera una
diferencia de potencial gracias al bombeo de protones hacia el espacio intermembrana por parte de los
complejos I, Il y IV. Esta fuerza proton-motriz es utilizada finalmente por el complejo ATP sintasa para

generar ATP a partir de ADP y fosfato inorganico (Figura 3).

O
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Madfriz mifocondiial HO + PL

Figura 3 | Esquema del sistema OXPHOS. Los electrones son cedidos por el NADH al complejo | (NADH
deshidrogenasa) y por el FADH2 al complejo Il (succinato deshidrogenasa). A continuacion, los electrones pasan a la
coenzima Q y desde alli son transferidos al complejo Il (ubiquinona-citocromo ¢ oxido-reductasa), al citocromo ¢ y
por ultimo al complejo IV (citocromo ¢ oxidasa), el cual reduce el Oz a H20. El transporte electrénico (representado
con una linea discontinua) esta acoplado al bombeo de protones (H+) hacia el espacio intermembrana por parte de
los complejos |, Il y IV, lo que establece un gradiente de potencial en la membrana mitocondrial interna. Finalmente,
el flujo de H+ hacia la matriz dirige la sintesis de ATP por medio del complejo ATP sintasa. Figura modificada de
Khan Academy (https://www.khanacademy.org/).

2.1.2. Disfuncién mitocondrial y patologias asociadas

Clasicamente, el concepto de “disfuncion mitocondrial” se referia a la incapacidad de la

mitocondria para generar y mantener suficientes niveles de ATP a través de OXPHOS en respuesta a las
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demandas energéticas de la célula (Brand & Nicholls, 2011). Actualmente, este término es mucho més
amplio y se extiende también a las alteraciones en el nimero de mitocondrias, la arquitectura mitocondrial
ylo respuestas fisioldgicas maladaptativas que desembocan en dafios metabélicos (Gao et al, 2014;
Kusminski & Scherer, 2012).

Debido a la naturaleza de su metabolismo oxidativo, la mitocondria es la fuente mas importante de
ROS (Kowaltowski et al, 2009). A pesar de que estas ROS tengan funciones fisiolégicas relevantes como
la regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular (Wang & Hai, 2015), si se acumulan
excesivamente pueden desencadenar lo que se conoce como estrés oxidativo (Romano et al, 2014). El
estrés oxidativo produce dafio directo sobre todos los componentes celulares provocando: peroxidacion
lipidica (Paradies et al, 2009), oxidacion de proteinas (Stadtman, 2006) y mutaciones en el ADNmt y
nuclear (Bohr, 2002), entre otras alteraciones. Actualmente numerosos estudios enmarcan al estrés
oxidativo y a la disfuncion mitocondrial como procesos intimamente ligados al envejecimiento (Bratic &
Larsson, 2013; Genova & Lenaz, 2015) y al desarrollo de numerosas patologias, entre ellas
enfermedades neurodegenerativas (Moon & Paek, 2015), hepéticas (Auger et al, 2015), cancer (Schwartz
& Yehuda-Shnaidman, 2014), asi como obesidad y sus comorbilidades (James et al, 2012; Kusminski &
Scherer, 2012; Patti & Corvera, 2010). Es importante sefialar que la relacién de la mitocondria con el
grado de sensibilidad a insulina es bidireccional ya que la disminucién de la aportacion de nutrientes a la
mitocondria (por ejemplo en una situacién de IR) puede alterar la respiracion celular y, viceversa, la
disminucién de la capacidad oxidativa de la mitocondria puede provocar la alteracion de flujos
metabolicos con acumulacién de metabolitos toxicos (Gao et al, 2014). A esta compleja regulacion se une
que la actividad mitocondrial es bastante tejido-especifica (Koliaki & Roden, 2016), de ahi que el
reconocimiento del dafio mitocondrial como causa o consecuencia de la aparicidon de IR siga siendo

objeto de debate e investigacion.

3. PROTEOMICA

La protedmica puede definirse como el conjunto de metodologias destinadas al anélisis del proteoma, es
decir del conjunto de proteinas expresadas por el genoma de un sistema biologico en un momento y
condiciones determinadas (Wilkins et al, 1996). Asi, mientras que la genomica se ocupa de los actores
potenciales de la actividad celular, la protedmica estudia los efectores de dicha funciéon (Kinter &
Sherman, 2000). Debido al marcado caracter dinamico del proteoma, en comparacion al del genoma, su
ambito de estudio abarca no solo las proteinas presentes en un sistema, sino también sus isoformas, sus
modificaciones postraduccionales (PTMs) y sus interacciones (Altelaar et al, 2013).

Pese a que las técnicas destinadas al estudio del proteoma son variadas, la espectrometria de
masas (MS) constituye una herramienta fundamental en el andlisis protedémico. Esta técnica analitica se
introdujo en el analisis de péptidos y proteinas en los afios 80 (Fenn et al, 1989; Karas & Hillenkamp,
1988), llegando a desplazar a la secuenciacion de Edman y el andlisis de aminoacidos como métodos

preferidos de andlisis de proteinas una década mas tarde. Basicamente, un espectrometro de masas
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produce iones en fase gaseosa a partir de los analitos de interés, los cuales son separados (analizados)
en funcién de su relacién masa-carga (m/z) y, finalmente, detectados. Ademas, existe la posibilidad de
inducir la fragmentacién de los iones asi obtenidos mediante el incremento de su energia cinética y su
posterior colisién con moléculas neutras en fase gaseosa. Cuando el analito es un péptido, el espectro de
fragmentacion (MS/IMS o MS?) obtenido permite la determinacién inequivoca de su secuencia por
comparacién con los espectros de fragmentacién teoricos, que son calculados a partir de la secuencias
aminoacidicas contenidas en bases de datos de proteinas (Eng et al, 1994). Para este fin se emplean
motores de busqueda basados en distintos algoritmos capaces de evaluar la significacion estadistica del

ajuste entre los espectros de fragmentacion experimentales y los tedricos.

3.1. Bases de la protedmica de alta resolucién

Actualmente, a la hora de identificar y caracterizar proteinas de forma masiva la proteémica emplea de
manera casi exclusiva la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). De esta
forma la mezcla compleja de proteinas (que puede llegar a englobar el proteoma completo de un tejido,
célula u organulo) se digiere enzimaticamente, se separa mediante cromatografia liquida (LC),
normalmente de alta presion o alta resolucién (HPLC), y se analiza en un espectrometro de masas
acoplado en linea al cromatografo. Este abordaje permite la identificacién masiva de proteinas de forma
rapida, automatica, reproducible y con una cobertura y un rango dinamico superiores a los de la antigua

estrategia electroforética (Link et al, 1999; Washburn et al, 2001) (Figura 4).
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Figura 4 | Identificacion de proteinas mediante LC-MS. Los extractos proteicos se digieren dando lugar a
péptidos (paso 1) que son separados mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (paso 2). A medida
que los péptidos eluyen son ionizados en el espectrometro de masas para obtener el espectro de masas de los
denominados iones precursores (etapa MS?) (paso 3). Finalmente el espectrometro de masas induce la
fragmentacion por colision de los iones precursores para obtener los correspondientes espectros de iones fragmento
caracteristicos de cada péptido (espectros de fragmentacion, etapa MS2) (paso 4), cerrando un ciclo que se repite a

lo largo de todo el gradiente cromatografico. Mediante algoritmos de bisqueda en bases de datos se asigna a cada
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espectro de fragmentacion la secuencia de su péptido correspondiente (McHugh & Arthur, 2008) y se establece una
tasa de error de acuerdo con diversos métodos probabilisticos (paso 5). Por Ultimo, durante la etapa de inferencia
las secuencias peptidicas asi identificadas son asignadas a las proteinas de las que provienen (paso 6). Dado que
existen péptidos comunes a varias proteinas, este proceso de inferencia constituye un area activa de investigacion
(Nesvizhskii & Aebersold, 2005). Figura adaptada de (Ahrens et al, 2010).

La determinacién precisa de los niveles de abundancia de las proteinas en los estudios de
proteémica diferencial no es un asunto trivial. Las estrategias de cuantificacion que prescinden de la
utilizacién de marcajes (label free) para la comparacién de dos o méas muestras problema se basan en el
simple recuento de péptidos de las proteinas identificadas; sin embargo, la fiabilidad de este tipo de
aproximaciones ha sido puesta en entredicho, debido al caracter parcialmente estocastico del proceso de
seleccion de iones en LC-MS (Figura 4, paso 4) (Li et al, 2012). Por ello se han desarrollado diversos
tipos de marcajes, basados fundamentalmente en el uso de is6topos estables (SIL), que se utilizan
habitualmente en proteémica de expresidn diferencial: i) marcajes metabdlicos, basados en la
incorporacion de isétopos de nitrégeno o aminoacidos marcados en células in vivo o en cultivo (SILAC)
(Ong et al, 2002); ii) marcajes enzimaticos, como la introduccién de atomos de '®0O en el extremo
carboxilo terminal de los péptidos producidos mediante digestion triptica (Fenselau & Yao, 2007); v iii)
marcaje mediante la utilizacion de reactivos quimicos como ICAT (isotope-coded affinity tags), iTRAQ
(isobaric tag for relative and absolute quantification) y TMT (tandem mass tag) (Gygi et al, 1999; Ross et
al, 2004; Thompson et al, 2003). En el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha utilizado el marcaje

iTRAQ para los estudios de protedmica cuantitativa.

3.1.1. La metodologia iTRAQ

Tal como se introdujo en lineas anteriores, el marcaje iTRAQ es un tipo de marcaje quimico
basado en etiquetas isobaricas que reaccionan con el extremo amino y las lisinas de los péptidos. Los
péptidos provenientes de cada condicién a comparar (hasta un maximo de ocho) son marcados con una
etiqueta especifica que permite su cuantificacion relativa de forma simultanea (multiplexing) (Nikolov et al,
2012; Ross et al, 2004). Tras el marcaje isobarico diferencial se mezclan las distintas muestras y se
procede a su analisis masivo por MS. El marcaje isobarico determina que una misma secuencia peptidica
marcada con distintas etiquetas (una por condicién) dé lugar a un Unico precursor en el espectro de
masas MS' (Figura 4, paso 3) cuya intensidad es la suma de las intensidades de cada uno de los
componentes isobaricos. La fragmentacion (MS?) del precursor libera iones reporteros monocargados (a
m/z 114, 115, 116 y 117, en el caso del iTRAQ 4-plex) cuya intensidad es proporcional a la abundancia
del péptido en cada una de las condiciones objeto de estudio, permitiendo asi su cuantificacién relativa
(Figura 5).

Entre las ventajas que ofrece iTRAQ frente a otras técnicas SIL destaca que la cuantificacion se
lleve a cabo en el espectro de fragmentacion, lo que le proporciona una gran especificidad. Ademas, la

intensidad del precursor es la suma de las intensidades de cada uno de sus componentes isotdpicos
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provenientes de las distintas condiciones a comparar, lo cual redunda en una mayor sensibilidad y
permite la utilizacién de cantidades menores de proteinas (Evans et al, 2012), algo especialmente

deseable en el caso de muestras bioldgicas.

A Puntos de
fragmentacion MS/MS
Reportero  / \ o
— N N
Gt 0= N Extremo reactivo
Marcajes iTRAQ /y amino terminal
0o
\ Balanceador o
a —> 114 — 31 — Péptidos
A\ A~
s A — - )\ = Anlsis
c 2\@ — 116 — 29 —  peptidos <\~ HPLC-MS/MS
¢ NG — I -(\Fiae 7T\~ | Combinacien de
- todos los
Marcaje de los péptidos de cada proteomas
grupo (extremo N-terminal) (a+b+c+d)
Cuantificacion de la Identificacion de la secuencia
abundancia a partir de R . . peptidica a partir del espectro
los reporteros iTRAQ b ; de fragmentacion
L zaoes |
o oot H |
- R ;
[ A [
bg| il |
‘ i H |M ‘ _ MSIMS
---------------- m/z

Figura 5 | Bases de la metodologia iTRAQ. (A) El reactivo iTRAQ consta de un extremo reactivo que reacciona
con el extremo amino y los residuos de lisina de los péptidos, un reportero de masa variable y un balanceador que
permite que la masa de la etiqueta incorporada a los péptidos sea idéntica para una misma secuencia peptidica
proveniente de las distintas condiciones consideradas. De esta forma esos péptidos isobaricos coeluiran en un Unico
tiempo cromatogréfico. (B) En la fragmentacién del precursor tnico en el espectrdmetro de masas, los reporteros
iTRAQ se liberan dando lugar a sefiales a m/z 114, 115, 116 y 117, en el caso del marcaje iTRAQ 4-plex, cuya
intensidad refleja la abundancia relativa del correspondiente péptido en cada condicion (a, b, ¢, d). La identificacion
de la secuencia peptidica se lleva a cabo sobre la base del espectro de fragmentacion.

En cuanto a sus limitaciones, el marcaje iTRAQ requiere que las etapas de marcaje y de
fragmentacion se produzcan eficazmente para asegurar la fiabilidad de los resultados (Nikolov et al,
2012). A estas limitaciones se suma la carencia de modelos estadisticos adecuados capaces de evaluar y
paliar en la medida de lo posible la variabilidad inherente al proceso (Luo & Zhao, 2012). Para subsanar
estos defectos, en la presente Tesis Doctoral se aplicd el modelo estadistico WSPP (Weighted Spectrum,

Peptide and Protein), un modelo vélido para el anélisis de péptidos marcados con iTRAQ (Navarro et al,
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2014). Cabe destacar que la implementacion de esta metodologia ha permitido evaluar los cambios
dindmicos de las modificaciones oxidativas en el proteoma (McDonagh et al, 2012), abriendo camino a los

estudios de protedmica diferencial destinados al anélisis masivo de PTMs (Martinez-Acedo et al, 2012).

3.1.2. Protedmica redox y andlisis sistematico de modificaciones oxidativas en residuos de Cys

Aunque los estudios protedmicos construyen el camino entre los estudios gendmicos y
funcionales, el estudio sistematico de PTMs supone un gran avance en relacion a los mecanismos
moleculares de regulacién. El desarrollo de técnicas para el marcaje isotopico de péptidos y la
purificacién selectiva de los péptidos modificados han permitido aplicar estas metodologias al analisis
sistematico de PTMs haciéndolas estandarizables y asequibles (Choudhary et al, 2009; Zhou et al, 2001).
El rango de PTMs que pueden estudiarse es muy amplio incluyendo, entre otras, acetilaciones,
fosforilaciones, ubiquitinaciones, metilaciones y oxidaciones (Altelaar et al, 2013). Sin embargo, en los
Ultimos afios ha destacado el analisis de modificaciones oxidativas, lo que ha dado lugar a lo que se
conoce como protedmica redox (Bachi et al, 2013; Ckless, 2014; Lennicke et al, 2016).

En general, el papel de las modificaciones oxidativas en condiciones fisiopatologicas sigue
siendo bastante desconocido. Frecuentemente se asocian con estrés oxidativo derivado de ROS vy
especies reactivas del nitrogeno (RNS), si bien es cierto que dichas modificaciones forman parte de
importantes mecanismos regulatorios dentro de la célula (Holmstrom & Finkel, 2014). La naturaleza de las
modificaciones oxidativas puede ser reversible (como las S-nitrosilaciones, la formacién de puentes
disulfuro o las sulfenilaciones) o irreversible (como las carbonilaciones, las sulfonilaciones o
sulfinilaciones, entre otras). Las modificaciones reversibles suelen asociarse a fenémenos de sefializacién
redox o dafio oxidativo leve (Go et al, 2015) mientras que las modificaciones irreversibles se asocian a un
dafio oxidativo mas severo (Lennicke et al, 2016).

Aunque los aminoacidos que pueden sufrir modificaciones oxidativas son varios, se considera
que el aminoacido mas sensible a ellas es la cisteina (Cys) debido a su naturaleza quimica y el rango de
modificaciones que puede sufrir en su grupo tiol (Salsbury et al, 2008). Los residuos de Cys, altamente
reactivos y conservados, estan a menudo presentes en dominios cataliticos de proteinas (Go et al, 2015),
por lo que se los considera auténticos “interruptores” moleculares de la actividad celular (Schafer &
Buettner, 2001). Se han descrito diversas implicaciones para las modificaciones oxidativas en Cys, entre
las que destacan el aumento o disminucién de la funcién, la alteracién de la localizacién subcelular de las
proteinas afectadas, la modificacién de las interacciones proteina-proteina y la regulacion de la
estabilidad (Holmstrom & Finkel, 2014). En los ultimos afios la importancia de estas modificaciones ha
tomado una especial relevancia en el estudio de la mitocondria (Bak & Weerapana, 2015), organulo que
es considerado el principal contribuyente a la concentracion de ROS intracelular (Kowaltowski et al,
2009).
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3.2. Aplicacion de herramientas de Biologia de Sistemas a los analisis proteémicos

El ser humano ha sido capaz de describir un sinfin de procesos moleculares concretos, como por
ejemplo, la secrecion de insulina por células B-pancreéticas, la sinapsis neuronal o diversas cascadas
moleculares. Sin embargo, sigue sin poder responder a cuestiones mas amplias que abarcan procesos
biolégicos complejos como “por qué envejecemos” o “‘cdmo podemos evitar la aparicion de diabetes”. La
Biologia de Sistemas nace para intentar responder este tipo de preguntas. Para ello, aborda el anlisis de
estos procesos bioldgicos desde una perspectiva global combinando técnicas —émicas de alta resolucion
con estudios de redes de interacciones y simulacién computacional (Klipp et al, 2009).

Actualmente se sabe que los procesos celulares se llevan a cabo por conjuntos de proteinas que
trabajan en forma de complejos o rutas funcionales y cuyas tareas se llevan a cabo de forma coordinada
(Foster et al, 2006; Hansson et al, 2012). Este concepto de “coordinacién” se ha abordado desde diversas
perspectivas y se ha relacionado a procesos de co-expresion génica (Wei et al, 2006) o regulaciones
unidireccionales de complejos moleculares que pertenecen a la misma via de sefalizacidn,

fundamentalmente (Sprinzak et al, 2009).

3.2.1. Concepto de cambios proteicos coordinados

Gracias a las técnicas protedmicas de alta resolucion, a dia de hoy somos capaces de evaluar
cambios en la abundancia de miles de proteinas en un solo experimento. Sin embargo, el investigador
tiene que establecer unos umbrales arbitrarios de confianza que determinen qué proteinas presentan
cambios significativos. Esto ha ocasionado que la mayoria de los estudios proteémicos descritos hasta la
fecha se hayan centrado exclusivamente en el analisis de proteinas individuales, limitando sus
conclusiones y pasando por alto otro tipo de fenémenos. Analizar de forma ponderada el conjunto de
cambios sufridos por todas las proteinas que pertenecen a una ruta o funcién molecular ofrece un nivel
superior de evaluacion con especial relevancia en el analisis de modelos bioldgicos, donde el tipo de
respuestas observadas no son del tipo “todo o nada” (Figura 6).

En esta Tesis Doctoral se ha optado por realizar un anélisis basado en la evaluacion de cambios
proteicos coordinados con el objetivo de profundizar en el conocimiento del envejecimiento y la DM2 en
un contexto de obesidad (dos fenémenos complejos dentro de una enfermedad multifactorial). Para ello,
se ha utilizado el modelo SBT (Systems Biology Triangle), un algoritmo especialmente util en estudios de

protedmica diferencial (Garcia-Marques et al, 2016).

3.3. Estudios protedmicos previos en tejido adiposo humano

El grupo de la Dra. Belén Peral ha sido pionero en la aplicacién de técnicas protedmicas al estudio del
tejido adiposo humano (Corton et al, 2008; Corton et al, 2004). Estos estudios dieron pie a una creciente
linea de investigacion (Perez-Perez et al, 2012a; Perez-Perez et al, 2012b; Perez-Perez et al, 2009) a la

que se unieron otros investigadores (extensamente revisado en (Kim et al, 2015; Murri et al, 2014;
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Peinado et al, 2012; Renes & Mariman, 2013)). Aunque estos estudios han realizado importantes
descubrimientos acerca de la etiologia de la obesidad y la biologia del tejido adiposo, es importante
sefialar que la mayoria de estos trabajos se engloban dentro de lo que conocemos como “Protedmica
clasica” recurriendo a estrategias como la electroforesis bi-dimensional. Ademéas la gran mayoria se
basan en estudios in vitro 0 de modelos de ratén (Kim et al, 2015; Renes & Mariman, 2013), y en los
casos de estudios relacionados con la obesidad y la DM2 estos han evaluado principalmente otros tejidos

insulino-dependientes como el masculo o el higado (Hwang et al, 2010; Valle et al, 2012).
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Figura 6 | Visualizacion del concepto de cambios coordinados y su importancia en estudios bioldgicos. El
panel A muestra el andlisis de una proteina individual en dos condiciones. Dependiendo del criterio (mas o menos
estricto) del investigador las diferencias pueden establecerse como significativas o tan solo como una tendencia,
limitando las conclusiones derivadas en el estudio. En el panel B se muestra un caso mas cercano “a la realidad
bioldgica” donde los cambios se producen en varias proteinas a la vez (marcadas en diferentes colores). De acuerdo
a un criterio estricto, las proteinas azul y verde se mostrarian alteradas significativamente en la situacién de la
izquierda pese a que el color entre ambos grupos no esta alterado. Por el contrario, en la situacién de la derecha
ninguna de las proteinas mostraria diferencias significativas bajo el mismo criterio, mientras que la “funcion” color si
estaria alterada entre ambas condiciones. Los analisis de cambios coordinados tratan de encontrar este tipo de
alteraciones que, en caso de no analizarse en su conjunto, serian obviadas al no tener lugar cambios drasticos en la
abundancia de las proteinas individuales.

Los trabajos publicados que han utilizado técnicas protedmicas de alta resolucion para el estudio
del tejido adiposo humano son muy escasos (Fang et al, 2015; Kim et al, 2014). La mayoria de estos
estudios se basan en células adiposas aisladas (Xie et al, 2010), en modelos in vitro de células 3T3-L1

(Lee etal, 2013; Ye et al, 2011) o en células madre derivadas del tejido adiposo humano (Kim et al, 2010;
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Oswald et al, 2011). Debido a las ventajas que presentan este tipo de técnicas y que apenas existian
trabajos protedmicos previos que evaluaran los efectos del envejecimiento (Alfadda et al, 2013) y la DM2
(Kim et al, 2014; Murri et al, 2013) sobre el tejido adiposo humano, en esta Tesis Doctoral decidimos
estudiar estos procesos mediante la aplicacion de técnicas protedémicas de alta resolucion y herramientas

de Biologia de Sistemas.
3.4. Estudios proteémicos previos en mitocondria

Tal como se introdujo anteriormente, la mitocondria se encuentra en una encrucijada metabdlica por lo
que comprender su funcionamiento bajo situaciones fisiologicas y patolégicas siempre ha sido siempre de
interés para la comunidad cientifica. Con frecuencia, los métodos elegidos para abordar estas cuestiones
han sido la evaluacion directa de la capacidad funcional y respiratoria de estos organulos en distintos
tejidos y situaciones, lo que llevé a concluir que la actividad mitocondrial es bastante tejido-especifica
(Koliaki & Roden, 2016). Con la llegada de las técnicas proteémicas de alta resolucion y la posibilidad
relativamente sencilla de obtener mitocondrias aisladas mediante protocolos de centrifugacion diferencial,
los investigadores tuvieron a su disposicion una serie ventajas que permitid, entre otras, descifrar el
proteoma mitocondrial de los mamiferos (Calvo et al, 2016; Pagliarini et al, 2008).

En el contexto de la obesidad y la DM2, la mitocondria ha sido ampliamente explorada en tejidos
insulino-dependientes como el higado y el masculo esquelético, principalmente en modelos animales
(revisado en (Peinado et al, 2014)). En relacién al tejido adiposo, cabe destacar el estudio de Forner y col.
en el que se analizaron comparativamente las mitocondrias aisladas a partir de tejido adiposo blanco y
marrén, destacando la funcién anabdlica y detoxificadora de la grasa blanca (Forner et al, 2009). También
destaca el estudio de Newton y col. que describié las variaciones del proteoma mitocondrial durante el
proceso de diferenciacion de adipocitos (Newton et al, 2011). En el contexto del envejecimiento, la
mayoria de los estudios del proteoma mitocondrial se han centrado en modelos de neurodegeneracién
animal (revisado en (Butterfield et al, 2016; Ingram & Chakrabarti, 2016)), destacando en este caso el
interés por la aplicacion de protedmica redox (Perluigi et al, 2014).

Como puede intuirse en las lineas anteriores, en general apenas existen estudios que hayan
analizado el proteoma mitocondrial humano de forma directa. El primer tejido del que se aislaron
mitocondrias para estudiar su proteoma fue la placenta (Rabilloud et al, 1998) y después le siguieron el
musculo esquelético y cardiaco (Goudarzi et al, 2011; Lefort et al, 2009; Taylor et al, 2003) y algunos
modelos celulares (Dai et al, 2010). Al comienzo de esta Tesis Doctoral existia un gran vacio referente al
proteoma mitocondrial en tejido adiposo humano, motivo por el que se decidié realizar un anélisis
detallado de sus modificaciones con el envejecimiento y la DM2 en adipocitos, su principal componente
(Gomez-Serrano et al, 2017). No obstante, es preciso destacar que durante el desarrollo de nuestro
trabajo se publicd un estudio del proteoma mitocondrial de adipocitos humanos (Lindinger et al, 2015),

aunque la resolucion y el alcance de sus conclusiones fue bastante limitado.



objetivos.

“Todo investigador tiene algtin plan. Aspira a descubrir algo, y tiene ideas sobre cémo intentar llegar a ello, y
sobre cémo es probable -a veces simplemente posible- que surja un camino viable. Pero en una carrera de
investigacion pura, el resultado de mafiana puede hacer abandonar el plan de hoy.

No se puede fijar un itinerario en un terreno inexplorado”

Alberto Sols Garcia (1917 - 1989)
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Hasta la fecha, los estudios protedémicos que han utilizado muestras de tejido adiposo humano son
relativamente escasos y el espectro de proteinas cuantificadas muy reducido. La aplicaciéon de técnicas
protedmicas de alta resolucion al estudio de la obesidad ha quedado restringida a modelos animales,
centrandose principalmente en otros tejidos insulino-dependientes como el musculo o el higado. El
avance de estas metodologias ha conseguido abarcar el estudio de proteomas completos, lo cual
posibilita la aplicacién de herramientas de Biologia de Sistemas. Por estos motivos, en el presente

Trabajo de Tesis Doctoral se plantearon los siguientes objetivos:

1. Aplicacién de la metodologia iTRAQ-LC/MS para el andlisis cuantitativo del proteoma del VAT

en el contexto fisiopatoldgico de la obesidad

2. Estudio de los cambios protedmicos del VAT asociados al envejecimiento en obesidad sin

enfermedad metabdlica
3. Estudio de los cambios proteémicos del VAT asociados al desarrollo de DM2 en obesidad
4. Estudio de los cambios protedmicos del VAT en obesos diabéticos de distinto género

A la vista de los resultados obtenidos en los estudios de envejecimiento y DM2, el analisis exhaustivo de
la mitocondria ofrecia nuevas posibilidades para entender el papel de la disfuncion mitocondrial y el
estrés oxidativo en la fisiopatologia de la obesidad. Ademas, en el momento de plantearnos este trabajo
no existian referencias en la literatura que hubieran abordado ni el proteoma mitocondrial de adipocitos
humanos ni sus modificaciones oxidativas a gran escala. Por ello, se plantearon también los siguientes

objetivos:

5. Aplicacion de la metodologia iTRAQ-LC/MS para el andlisis cuantitativo del proteoma y del

redoxoma tidlico mitocondrial de adipocitos humanos aislados

6. Estudio de los cambios en el proteoma y redoxoma tidlico mitocondrial asociados al

envejecimiento en obesidad sin enfermedad metabdlica

7. Estudio de los cambios en el proteoma y redoxoma tiolico mitocondrial asociados al desarrollo
de DM2 en obesidad

8. Validacion funcional de la alteracién mitocondrial asociada a DM2
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metodos.

“La prdctica es un maestro excepcional.”

Cayo Plinio El joven, Caius Plinius Caecilius Secundus (61 - 112)
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1. DECLARACIONES ETICAS

Los estudios realizados en esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo bajo las recomendaciones éticas
recogidas en la Declaracion de Helsinki (1967) y con respeto a la Ley de Investigacion Biomédica
Espariola (Ley 14/2007). Los proyectos de investigacion involucrados fueron aprobados por los Comités
Eticos de los Hospitales Clinico San Carlos (14/441-E, 2014) y Gregorio Marafién (obesCSIC001, 2012;
Proteo_Adi 148/16, 2016) de Madrid (Espafia). Todos los pacientes fueron informados de la finalidad de
la investigacion y dieron su consentimiento previo a la participacion.

Este trabajo ha sido elaborado bajo las pautas, principios y compromisos recogidos por el

Codigo de Buenas Practicas del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).
2. DISENO Y CONCEPCION DE LOS ESTUDIOS

Durante el desarrollo de este trabajo de Tesis Doctoral se reclutaron més de 50 pacientes con obesidad
mérbida (IMC > 40 kg/m?) intervenidos por cirugia bariatrica, momento en el que se obtuvieron las

biopsias de tejido adiposo. En esta Tesis Doctoral, se describen dos estudios bien diferenciados:

- Primer andlisis > Proteoma del VAT en obesidad: diferencias asociadas a la edad, la DM2 y

el género

- Segundo analisis - Proteoma y redoxoma tidlico mitocondrial de los adipocitos (viscerales):

diferencias asociadas a la edad y DM2

Ambos estudios partieron de la misma “cohorte inicial” de pacientes. Para obtener los perfiles
protedmicos en cada uno de los analisis, se conformaron grupos constituidos por 4 individuos que
compartian las caracteristicas clinicas y antropométricas mas homogéneas, de forma que las diferencias
observadas entre ellos fueran unicamente atribuibles a: la edad, o la DM2 o al género (en el caso del
primer analisis); y a la edad o la DM2 (en el caso del segundo) (Figura 7). Los grupos quedaron
constituidos de la siguiente manera: obesas no diabéticas menores de 35 afios, obesas no diabéticas
mayores de 45 afos, obesas diabéticas mayores de 45 afios y obesos diabéticos mayores de 45 afios
(Tabla 3).

Las proteinas se obtuvieron a partir de las biopsias de tejido o de las mitocondrias, se
combinaron equivalentemente formando una mezcla para cada grupo de pacientes y se digirieron en filtro
mediante el protocolo FASP (Filter-Aided Sample Preparation). Posteriormente, los péptidos marcados
mediante el uso de la tecnologia iTRAQ se analizaron mediante HPLC-MS y se cuantificaron bajo el
modelo WSPP (Navarro et al, 2014). En ambos andlisis se aplicaron herramientas de Biologia de
Sistemas basadas en el modelo SBT (Garcia-Marques et al, 2016) y otros recursos informaticos. En el
estudio del proteoma mitocondrial, se llevd a cabo un abordaje experimental basado en la tecnologia
GELSILOX (GEL-based Stable Isotope Labeling of OXidized Cys) (Martinez-Acedo et al, 2012), mediante

el cual es posible marcar diferencialmente los residuos oxidados y reducidos de las Cys. Esta
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metodologia redox permitié analizar no solo los cambios a nivel de abundancia sino también a nivel de

oxidacion de proteinas.
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Figura 7 | Pacientes reclutados y esquema de los estudios comparativos abordados en esta Tesis Doctoral.
Todos los pacientes eran hombres o mujeres obesos mérbidos (IMC > 40 kg/m2) que fueron operados de cirugia
bariatrica. Para los analisis protedmicos se constituyé una “cohorte inicial” formada por 4 grupos de pacientes de 4
sujetos cada grupo con la peculiaridad de que esos 4 individuos tenian caracteristicas clinicas y antropométricas
muy homogéneas. Estos grupos fueron: obesas no diabéticas menores de 35 afios (sefialadas en azul), obesas no
diabéticas mayores de 45 afios (en rojo), obesas diabéticas mayores de 45 afios (en verde) y obesos diabéticos
mayores de 45 afios (en purpura). La comparacion entre las obesas no diabéticas menores de 35 afios y mayores
de 45 afios mostraria las diferencias atribuibles a la edad (en un contexto de obesidad moérbida sin DM2); la
comparacion entre las obesas mayores de 45 afios diabéticas y no diabéticas informaria de las diferencias
asociadas a la DM2; y la comparacion entre hombres y mujeres diabéticos revelaria el dimorfismo sexual existente
en DM2. El proteoma del tejido adiposo se analizd en los 4 grupos de pacientes dando lugar a 3 estudios
comparativos: edad, DM2 y género. El proteoma mitocondrial se analizé en los 3 grupos de pacientes mujeres,
dando lugar a 2 estudios comparativos: edad y DM2. El resto de los pacientes incluidos en el estudio formaron parte
de la “cohorte de validacion” (ilustrada en gris), para realizar ensayos adicionales de validacion de los diferentes

estudios protedmicos. Figura modificada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Con el objetivo de validar los resultados obtenidos en los estudios protedmicos, se constituyd
una “cohorte de validacion” formada por el resto de pacientes (n=32 en el caso del analisis de tejido, n=20
para el mitocondrial). Esta cohorte se analizo mediante técnicas alternativas como la inmunohistoquimica
(IHC), el Western-blot (WB), la electroforesis en gel en condiciones nativas (BN-PAGE) o ensayos de

actividad enzimatica.
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Tabla 3 | Caracteristicas clinicas y antropométricas de los pacientes incluidos en los analisis protedmicos.
Las variables se expresan como la media + DE. Para la comparacion entre las variables se aplict el test de ANOVA
simple con el contraste post hoc de Bonferroni. Tabla adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016; Gomez-Serrano et
al, 2017).

PRIMER ANALISIS (Proteoma tejido adiposo)

SEGUNDO ANALISIS (Proteoma mitocondrial)

Mujeres obesas  Mujeres obesas  Mujeres obesas  Hombres obesos ANOVA  ANOVA

no diabéticas no diabéticas diabéticas diabéticos (p) (p)
menores de 35  mayores de 45  mayores de 45  mayores de 45  Primer  Segundo
afios (n=4) afios (n=4) afios (n=4) afios (n=4) analisis  analisis
Edad (afios) 32+4 51+5* 50+6* 49,75+3* 0,00 0,00

Indice de masa

corporal, IMC 43,65 + 3,37 44,75 + 6,85 46,63 + 6,05 44,18 + 5,86 0,89 0,76
(kg/m?)

Perimetro de

. 117,25 + 8,77 120,50 + 8,23 127,25+2,99 128,25+ 14,22 0,33 0,19
cintura (cm)

Glucemia 529 +0,27 5,64 +0,63 878 +4,12 968+389 012 013
(mmoliL)
HbA1C (%) 5,55+ 0,24 5,60 +0,14 7,50 2,00 703+143 010 007
Triglicéridos 1,31 +0,32 1,65 +0,53 2,08 +1,18 1,61+0,65 0,55 0,40
(mmol/L)

Colesteroltotal 4 95, 67 528 + 0,52 446 +1.46 4294149 060 052

(mmol/L)
Colesterol LDL 2.91+0,30 3,11 +0,43 2,31+ 1,01 2,38 +1,15 0,46 0,26
(mmollL)
Colesterol HDL 144 +0,38 140 +0,15 1,20 + 0,14 1,16 + 0,22 0,29 0,37
(mmol/L)

* p < 0,01, diferencias significativas en comparacion a Mujeres obesas no diabéticas menores de 35 afios, segun el

contraste post hoc de Bonferroni.

3. MUESTRAS BIOLOGICAS

Todos los pacientes que participaron en este estudio eran hombres y mujeres obesos morbidos (IMC > 40
kg/m?) que fueron operados de cirugia bariatrica por laparoscopia. Todos eran de origen caucasico e
informaron de que su peso corporal se habia mantenido estable durante al menos los tres meses
anteriores a la intervencion. Las biopsias de tejido adiposo se extrajeron después de una noche de ayuno,
se lavaron tres veces en solucion de tampon fosfato salino (PBS), y se dividieron en trozos que fueron o
bien inmediatamente congelados en nieve carbdnica y almacenados a -80 °C hasta la extraccion de
proteina, o bien transportados en Medio 199 equilibrado con sales de Hank (Cat. 22350, Gibco-Life
Technologies) para el aislamiento de adipocitos en el laboratorio. Las muestras se obtuvieron al comienzo

de la cirugia y siempre de la misma localizacion anatomica en todos los sujetos. Las muestras de VAT se
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tomaron a partir del omentum y en el caso del SAT, de la zona superficial peri-umbilical. El presente
trabajo de Tesis Doctoral solo se centra en los resultados obtenidos con las muestras procedentes del
VAT, si bien el proceso de recepcion y manipulacién de las muestras se realizd paralelamente para
ambos tejidos.

Ninguno de los sujetos no diabéticos que participaron en los analisis proteémicos (cohorte inicial)
sufria DM2 u otra comorbilidad asociada a la obesidad como hipertension, dislipidemia, SAOS o ECV; ni
se encontraba bajo un tratamiento farmacoldgico que pudiera afectar a las conclusiones del anélisis. En el
caso de la cohorte de validacién se tolerd que los sujetos no diabéticos padecieran una comorbilidad
siempre que esta no fuera DM2 o ECV. El criterio de inclusién para los sujetos diabéticos fue una
historia clinica de DM2 de al menos dos afios de antigliedad. La DM2 se establecié a partir de una
glucemia en ayunas > 7 mmol/L y una hemoglobina glicosilada (HbA1c) > 6,5 % de acuerdo a los criterios
recogidos por la Asociacién Americana de Diabetes (American Diabetes, 2014). Todos los sujetos con
DM2 tomaban antidiabéticos orales y en algunos casos se trataban con insulina u otros farmacos, con el
fin de controlar las comorbilidades.

Los criterios de exclusion para todos los pacientes contemplaron: i) enfermedad hepatica o
neuroldgica clinicamente significativa u otra enfermedad sistémica grave, incluyendo tumores malignos; i)
historia de abuso de drogas o alcohol, definida como > 80 g/dia, o actividad transaminasa en suero mas
del doble del limite superior del rango normal; iii) concentracién de creatinina sérica elevada; iv) evento
cardiovascular agudo en los 6 meses anteriores; v) enfermedades agudas o evidencia actual de
enfermedades crénicas inflamatorias o infecciosas; y vi) enfermedad mental que impidiera que los sujetos

no pudieran entender la naturaleza, alcance y posibles consecuencias del analisis.
3.1. Separacion de adipocitos y SVF

El tejido adiposo fresco se transportd al laboratorio en Medio 199 con sales de Hank y se procesd
totalmente en un plazo de 2 h. El aislamiento de adipocitos y separacion del SVF se realizo de acuerdo a
procedimientos estandares poniéndose a punto enteramente en el laboratorio (Gomez-Serrano et al,
2017). El tejido adiposo se lava tres veces con PBS y se fragmenta con tijeras sobre una placa Petri hasta
que se obtienen trozos de 1-2 mm?, y, una vez desmenuzado, se digiere en una solucion de Colagenasa
tipo | (Cat. MOA3689, Worthington Biochemical Corp.) al 0,2% en PBS (5 mL de solucion/g de tejido)
durante 60 min en un bafio de agua a 37°C con agitacion suave (~40 rpm) (Figura 8A). La reaccion de
digestion se inactiva con suero fetal bovino (FBS) y la suspension se centrifuga a 200 xg durante 10 min a
temperatura ambiente (RT). Tras esa centrifugacion se pueden reconocer tres fases diferentes: la fase
superior o lipidica que contiene los adipocitos; una fase intermedia que consiste en la solucion de
digestién, y un precipitado de color rojo que constituye el SVF (Figura 8B). Los adipocitos se recogen con
ayuda de una pipeta Pasteur y se suspenden en PBS para filtrarlos a través de una malla de acero de
500 um de didmetro de poro. Después, se centrifugan a 100 xg durante 3 min a RT y se recambia el PBS,

haciendo un lavado (Figura 8C). En total, se realizan tres lavados para eliminar restos de SVF.
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Finalmente, se separan diferentes volumenes de adipocitos (desde 250 L hasta 1 mL) asegurandonos

de extraer todo el PBS y se almacenan a -80°C para andlisis posteriores (Figura 8D).

Disgregacion mecanica

Lavado en PBS con tieras ) , L ) . e
Disgregacion enzimatica con Disgregacion enzimatica con
colagenasa colagenasa
(antes de la digestion) (después de la digestion)

D

Alicuotas sin PBS de
adipocitos maduros

Fases del tejido adiposo Recogida, lavado y filtrado de los
disgregado adipocitos

Figura 8 | Procesamiento de tejido adiposo fresco para la separacion de adipocitos y SVF. La figura muestra
imagenes representativas de los pasos criticos del protocolo. (A) Lavado del tejido en PBS y etapas de
disgregacidn: mecanica, con la ayuda de tijeras y enzimatica, mediante la incubacién en una solucién de colagenasa
a 37°C. (B) Tras la disgregacion, la separacion de las dos fases se consigue mediante centrifugacion leve (200 xg
durante 10 min). Se distinguen dos fases bien diferenciadas: una lipidica superior que contiene los adipocitos, y un
precipitado rojizo que contiene el SVF. (C) Manipulacién de los adipocitos. Tras recogerlos, tienen que ser lavados y
filtrados para retirar los restos de SVF. (D) Fraccionamiento de los adipocitos y almacén a -80°C hasta su posterior
manipulacion. Figura modificada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Para el procesamiento del SVF se decanta la solucién de digestion y se suspende el precipitado
en PBS. Después se filtra por una malla de nylon de 100 um de poro (Cat. 352360, Falcon) y se
centrifuga a 200 xg durante 10 minutos a RT. Se retira el PBS por decantacion y se trata al SVF con una
Solucion de Lisis de Eritrocitos (EDTA, 0,05 M, NHCl 8,26%, KHCOs3 1%, pH 7,4) durante al menos 15
minutos a RT. Después de la lisis, se realizan tres lavados en PBS (centrifugando a 100 xg durante 5 min

a RT) y el precipitado final se almacena seco a -80°C para analisis posteriores.
3.2. Aislamiento de mitocondrias

El aislamiento de mitocondrias se realizé a partir de adipocitos extraidos del VAT mediante dos protocolos
distintos. Las limitaciones en la disponibilidad de la muestra y la escasez del contenido mitocondrial de los

adipocitos hicieron descartar la realizacién de protocolos de purificacion mas rigurosos.
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3.2.1. Tecnologia MACS

Para el analisis protedmico, el enriquecimiento mitocondrial se realiz6 con la tecnologia MACS
usando el Mitochondrial Isolation Kit (Cat. 130-094-532, Miltenyi Biotec.) adaptando las instrucciones del
fabricante a nuestra muestra. Las mitocondrias se obtuvieron a partir de 1-2 mL de adipocitos congelados
por paciente. Los adipocitos se descongelaron sobre hielo y se suspendieron en el tampén de lisis (Lysis
Buffer) proporcionado por el kit en una proporcion 1:1 (v:v) suplementado con un céctel de inhibidores de
proteasas (Halt Protease Inhibitor Cocktail, Cat. 78440, Thermo Scientific). Para la homogeneizacién, se
les pas6 25 veces un pistdn de cristal tipo B en un homogeneizador de tipo Douncer sobre hielo durante
15 min. Después de la homogeneizacion, la muestra de los adipocitos se suspendié en el tampon de
separacion (Separation Buffer) proporcionado por el kit y se filtré a través de una malla de nylon de 100
Mm de poro (Cat. 352360, Falcon) previamente al marcaje con microbolas magnéticas recubiertas de anti-
TOM22 (subunidad de 22 kDa de la translocasa de la membrana mitocondrial externa) humana. Después
de 2 h de incubacién con rotacion a 4°C, la solucién se filtré de nuevo a través de una malla de nylon de
50 um de poro (Cat. 352340, Falcon) y se carg6 en una columna MACS LS (Cat. 130-042-401, Miltenyi
Biotec.) previamente situada en el soporte magnético (Cat. 130-042-302/303, Miltenyi Biotec.). Las
mitocondrias, marcadas magnéticamente gracias a las microbolas anti-TOM22, quedaron retenidas
dentro de la columna, mientras que los organulos y otros componentes celulares no marcados corrieron a
través de ella. Después de varios lavados, se retird la columna del soporte magnético, y las mitocondrias
retenidas se eluyeron con 1,2 mL de tampon de separacion. Esta solucién mitocondrial se centrifugd a
12 000 xg durante 2 min a 4°C. El sobrenadante se desechd y el sedimento se suspendié en 0,5 mL de
tampdn de almacenamiento (Storage Buffer) para eliminar los restos de proteina procedentes del
Separation Buffer. Finalmente, se centrifugd de nuevo a 12 000 xg durante 2 min y los precipitados de

mitocondrias se secaron y congelaron a -80°C hasta la extraccion de proteinas.

3.2.2. Protocolo ABCAM

Para llevar a cabo los ensayos de validacion utilizando una técnica diferente a la anteriormente
descrita, las mitocondrias de los adipocitos se aislaron mediante el Mitochondria Isolation Kit —
MitoSciences (Cat. ab110171, Abcam) adaptando levemente las instrucciones del fabricante. Las
mitocondrias se obtuvieron a partir de 1-2 mL de adipocitos congelados por paciente. Los adipocitos se
descongelaron y se suspendieron en el Reactivo A proporcionado por el kit en una proporcion 1:1 (v:v), se
agitaron vigorosamente y se dejaron incubar en hielo durante 10 min. Después, se transfirieron al
homogeneizador de tipo Douncer y se paso 25 veces el piston de cristal tipo B. EI homogeneizado se
centrifugd a 1 000 xg durante 10 min a 4 °C, se recuper6 el sobrenadante y con el precipitado restante se
repitieron los pasos anteriores (ruptura y centrifugacion) utilizando el mismo volumen de Reactivo B. Tras
recuperar el segundo sobrenadante, se combind con el primero y ambos se centrifugaron a 12 000 xg

durante 15 min a 4 °C. Se descarto el sobrenadante, y el precipitado final que contenia las mitocondrias
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se tratd6 de dos maneras distintas en funcién del ensayo posterior al que se iba a destinar: para los
andlisis en condiciones nativas (BN-PAGE) el precipitado se sec6 y se almacend a -80°C; para los
ensayos de WB y de actividad enzimatica mediante inmunocaptura, el precipitado se suspendié en
Reactivo C, se separaron diferentes volumenes y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacién. El volumen
de Reactivo C utilizado dependio del tamafio del precipitado mitocondrial, oscilando desde los 50 a los
100 pL.

La concentracion de mitocondrias en la suspension se midié mediante el ensayo colorimétrico
del &cido bicinconinico (BCA) de Pierce (Cat. 23227, Thermo Scientific). Las muestras se analizaron en
duplicado a una absorbancia de 562 nm utilizando como patrén albdmina de suero bovina (BSA). Todas
las muestras con concentracién menor a 1 ug/pL fueron descartadas por encontrarse fuera del rango de

medida lineal.
4. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Los ensayos de microscopia electrénica se realizaron con el objetivo de comprobar el grado de integridad
de las mitocondrias aisladas. Para ello, se recurri6 a los servicios del Laboratorio de Microscopia
Electronica del Servicio Interdepartamental de Investigacion (Sldl) de la Universidad Auténoma de Madrid
(UAM).

El aislamiento mitocondrias mediante la tecnologia MACS se verifico mediante microscopia
electrénica de transmisién. Tras eluir de la columna, las mitocondrias se fijaron directamente sobre el
Separation Buffer (pH 7,4) con glutaraldehido y paraformaldehido a una concentracion final del 2,5% cada
uno durante 1 h a RT. El precipitado mitocondrial se obtuvo por centrifugacion a 12 000 xg durante 2 min
y se lavo con tampon fosfato 0,1 M. Después, la muestra fue post-fijada en una solucion acuosa de OsO4
al 1% durante 1 h a 4 °C, se deshidraté en etanol-acetona y se embebi6 en resina Durcupan (Sigma-
Aldrich). Las secciones ultra-finas (2 um) se obtuvieron con un ultramicrotomo Leica Reichert Ultracut S
(Leica Microsystems, Austria), se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se examinaron bajo

el microscopio electrénico de transmision Jeol Jem1010 (Jeol, Japdn).

5. ANALISIS E IDENTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE TECNICAS PROTEOMICAS DE ALTA
RESOLUCION

Los estudios protedmicos en los que se basa el presente trabajo de Tesis Doctoral se realizaron por la
doctoranda en la Unidad Protedmica del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC) del
Instituto de Salud Carlos Ill (Madrid), gracias a la realizacién de varias estancias. En esta memoria se
redactan los pasos clave de los protocolos experimentales haciendo especial hincapié en las
adaptaciones para cada una de las muestras y los distintos objetivos de los estudios. Para una mejor
comprension, se adjuntan dos esquemas que resumen el tratamiento de la muestra hasta su analisis por
MS tanto para el estudio del proteoma del VAT (Figura 9) como el estudio del proteoma y redoxoma

mitocondrial (Figura 10).
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Figura 9 | Abordaje experimental en el analisis protedmico del VAT. Los extractos proteicos obtenidos de las

Intensidad

muestras de cada paciente (n=16) se cuantificaron usando dos métodos diferentes para asegurar una adecuada
agrupacion de muestras. Para minimizar las diferencias entre grupos, la digestién de proteinas en filtro y su
reduccion con DTT se llevaron a cabo con las mezclas de proteinas que constituian cada uno de los grupos de
pacientes (sefialados en diferentes colores). Después de la digestion, cada una de las mezclas de péptidos (~2 ug)
fue analizada por LC-MS para comprobar que la digestion era comparable entre los grupos (véase Figura 11A).
Posteriormente, los péptidos de cada grupo se marcaron con sus correspondientes reporteros iTRAQ (sefialados en
la figura) y se mezclaron equimolecularmente. Para llevar a cabo los andlisis por HPLC-MS la mezcla de péptidos
marcados se dividié de manera que una quinta parte se analizé directamente y el resto se sometio a fraccionamiento
MCX. Las distintas carreras MS permitieron la identificacion de las secuencias de los péptidos basandose en los
iones de los distintos espectros de fragmentacion y la cuantificacion de su abundancia relativa en cada uno de los
grupos de acuerdo a la intensidad de iones de los reporteros iTRAQ en la region m/z baja. Figura modificada de

(Gomez-Serrano et al, 2016).
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5.1. Extraccion de proteinas

5.1.1. Muestras del primer estudio (tejido adiposo total)

Las proteinas se extrajeron a partir de VAT (aproximadamente 100 mg) en tampdn de ensayo de
radioinmunoprecipitacion (RIPA) (Tris-HCI 25 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM, NP-40 1%, DOC 1%, SDS
0,1%) suplementado con inhibidores de proteasas (Thermo Scientific) usando el Sample Grinding Kit
(Cat. 80-6483-3, GE Healthcare) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Este método se basa en la
disrupciéon mecéanica mediante el uso de una resina abrasiva que ayuda a la trituracién mediante el uso de
manos de mortero desechables.

Dado que el andlisis por MS se realizé con grupos de muestras de pacientes, se utilizaron dos
métodos diferentes para medir la concentraciéon de proteinas para asegurar que todos los individuos
contribuian equimolecularmente a la mezcla: el ensayo de BCA de Pierce (Thermo Scientific) y
paralelamente el sistema de cuantificacion basado en infrarrojos Direct Detect (EMD Millipore). Los

ensayos se realizaron por duplicado por ambos métodos.

5.1.2. Muestras del sequndo estudio (mitocondrias aisladas)

Las proteinas se extrajeron a partir de los precipitados mitocondriales congelados mediante
suspension en tampon RIPA suplementado con iodoacetamida (IAA) 50 mM. La extraccién se llevé a
cabo en oscuridad sobre hielo y aplicando agitaciones mediante vértex cada 5 min durante 30 min. El
sobrenadante proteico se obtuvo mediante centrifugacion a 12 000 xg durante 10 min a 4 °C y se

cuantifico por triplicado mediante el ensayo de BCA de Pierce (Thermo Scientific).
5.2. Preparacion de la muestra en filtro

Tanto para el estudio de tejido como para el mitocondrial, los péptidos se obtuvieron mediante el
protocolo FASP (Protein Digestion Kit, Cat. 44250, Expedeon), un método especialmente deseable para
muestras que han sido solubilizadas en tampones con SDS (Wisniewski et al, 2009), como era nuestro
caso. Ademas, este protocolo aumenta el rendimiento en la recuperacion de los péptidos tras la digestion,
lo que lo hace un método muy interesante para muestras con disponibilidad limitada. Para minimizar las
diferencias, se frabajo con las mezclas proteicas procedentes de cada grupo de pacientes y no con las

muestras individuales.

5.2.1. Muestras de tejido

Para cada conjunto de pacientes, se digirieron un total de 100 ug de proteinas (n=4, 25 ug por
paciente). En primer lugar, las muestras se hirvieron en presencia de ditiotreitol (DTT) 50 mM y se
solubilizaron en un tampdn de urea (USS) proporcionado por el kit. Tras cargarse las muestras en el filtro

y realizarse varios lavados con tampdn USS, los residuos tioles de las proteinas se carboximetilaron
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mediante IAA durante 20 min a RT en oscuridad. El exceso de reactivo se eliminé con lavados sucesivos

de USS y bicarbonato amoénico 50 mM mediante centrifugacion (10 000 xg a RT durante 10 min).
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Figura 10 | Abordaje experimental en el analisis proteédmico de las mitocondrias aisladas de los adipocitos.
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Intensidad

Las muestras de cada paciente (n=12) se procesaron individualmente durante la recoleccién, separacién de las
fracciones adiposas y etapas de aislamiento mitocondrial. Durante la extraccion de proteinas de las mitocondrias, la
alquilacion de Cys libres (reducidas) se realizd con IAA 50 mM. Se mezclaron las proteinas de cada grupo de
pacientes para llevar a cabo los siguientes procesos: reduccion artificial de oxCys con DTT, alquilacién con MMTS y
digestion de las proteinas. Después de la digestion, cada una de las mezclas de péptidos (~1 ug) se analiz6 por LC-
MS para comprobar que la digestién era comparable entre los grupos (véase Figura 11B). A continuacion, los
péptidos de cada grupo se marcaron con sus correspondientes reporteros iTRAQ (sefialados en la figura) y se
mezclaron equimolecularmente. Para llevar a cabo los analisis por HPLC-MS, la mezcla de péptidos marcados se
dividié de manera que una cuarta parte se analizé directamente y el resto se sometié a fraccionamiento MCX. Las

distintas carreras MS permitieron la identificacion de las secuencias de los péptidos basandose en los iones de los
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distintos espectros de fragmentacion y la cuantificacion de su abundancia relativa en cada uno de los grupos de
acuerdo a la intensidad de iones de los reporteros iTRAQ en la regién m/z baja. Los pasos del protocolo de marcaje
diferencial de Cys propio del abordaje de proteémica redox se muestran sefialados con un asterisco (*). Figura
modificada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

5.2.2. Muestras de mitocondrias: marcaje diferencial de residuos Cys

Para cada conjunto de pacientes, se digirieron un total de 60 g de proteinas (n=4, 15 ug por
paciente). En primer lugar, las muestras se hirvieron durante 5 min y se cargaron en el filtro solubilizadas
en USS mediante sucesivas centrifugaciones. A continuacion, se afiadié DTT 50 mM para reducir los
puentes disulfuro de las proteinas retenidas en el filtro durante 1h a RT con agitacion (~400 rpm). El
exceso de reactivo se elimind con una solucién Hepes 50 mM, EDTA 1 mM a pH 7,5 (centrifugando a
10 000 xg durante 10 min a RT). Después, se llevo a cabo una segunda alquilacién de las proteinas con
metilmetanotiosulfonato (MMTS) 20 mM durante 45 min a RT en oscuridad. El exceso de reactivo se
elimind con lavados sucesivos de USS y bicarbonato aménico 50 mM mediante centrifugacion (10 000 xg
durante 10 min a RT).

5.3. Digestion en filtro

Los extractos proteicos retenidos en el filtro se incubaron a 37°C toda la noche (ON) con una solucién de
tripsina en bicarbonato amdnico 50 mM a una proporcidn 1:40 (tripsina:proteina) con agitacion suave
(~120 rpm). Al dia siguiente, los péptidos resultantes se obtuvieron afiadiendo una solucién NaCl 500 mM
y centrifugando a 16 000 xg durante 15 min a RT. Posteriormente se desalaron en columnas OASIS HLB
C18 (Waters) utilizando distintas soluciones acidas y se secaron con centrifuga de vacio Savant
SPD111V (Thermo Scientific). El rendimiento de la digestion se comprobé para cada uno de los conjuntos

de pacientes mediante analisis LC-MS en ambos estudios (Figura 11).
5.4. Marcaje iTRAQ y fraccionamiento peptidico

Las muestras se marcaron con iTRAQ de tipo 4-plex (4 reporteros distintos) como se resume en las
Figuras 9 y 10. Para cada marcaje, los péptidos secos se suspendieron en 30 uL de tampon trietilamonio
bicarbonato (TEAB) 0,5 My se marcaron con 70 pL del correspondiente reactivo iTRAQ en etanol al 70%
(v/v) durante 1 h a RT. Para detener la reaccién de marcaje se afiadieron 100 L de acido trifluoroacético
(TFA) al 0,5% (v/v) y se incub6 durante 30 min a RT. Las muestras de péptidos de cada conjunto de
pacientes se mezclaron y se secaron al vacio para eliminar los posibles restos de etanol. Por ltimo, los
péptidos marcados se diluyeron en 200 pL de TFA 1% (v/v), se sonicaron durante 5 min y se desalaron
en columnas OASIS HLB C18 (Waters). Llegado este punto, el material a analizar se separd en varias

partes:
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Figura 11 | Cromatogramas de las muestras de digestion. Tras la digestion y antes de proceder al marcaje

iTRAQ, las muestras procedentes de tejido adiposo (A) y de mitocondrias aisladas (B) se analizaron mediante

HPLC-MS. Se muestran los cromatogramas de cada uno de los grupos de pacientes. Los péptidos se analizaron en

un aparato de nano-HPLC Easy nLC 1000 (Thermo Scientific) acoplado a un espectrometro de masas Orbitrap Elite

Hybrid lon Trap-Orbitrap Spectrometer (Thermo Scientific) con un gradiente de cromatografia de 60 min.

76



materiales y métodos.

- En las muestras de tejido: 1/5 de los péptidos marcados se secaron al vacio para realizar una

carrera LC-MS sin fraccionar. Los 4/5 restantes se sometieron a un fraccionamiento en columnas
de intercambio catiénico OASIS MCX (Waters), utilizandose 6 tampones de elucién que dieron
lugar a 8 fracciones (Tabla 4). Las fracciones se desalaron en MicroSpin Colums C18 (Waters),

se secaron al vacio y se almacenaron a 4°C hasta su andlisis por HPLC-MS.

- En las muestras de mitocondrias: se separ6 1/4 de la muestra y se sec6 al vacio para realizar

dos carreras de material sin fraccionar y los 3/4 restantes se sometieron a fraccionamiento por
intercambio catiénico (Tabla 4), desalado y secado al vacio como se llevo a cabo para el estudio

de tejido.

Tabla 4 | Fraccionamiento en columna de intercambio catiénico (OASIS MCX) de los péptidos obtenidos. Se
muestran las fracciones obtenidas y la composicién de los tampones de elucion correspondientes. Para mejorar el
rendimiento y la resolucion de los estudios, algunas de las fracciones se juntaron previamente al andlisis por HPLC-

MS (ver Figura 12). AF, &cido formico; ACN, acetonitrilo.

. i Fracciones de elucion  Fracciones de elucion
Composicion del tampdn

(Tejido) (Mitocondrias)
AF 0,5 M, ACN 25% 1 1
AF 1M, ACN 25% 2 2
AF 1,5 M, ACN 25% 3 3
AF 0,5M, ACN 25%, KCI1,5M 4 4
AF 1,25 M, ACN 37.5% 5y6 -
AF 1 M, ACN 50% 7y8 5

5.5. HPLC y analisis por MS

Los analisis de alta resolucion de los péptidos marcados con iTRAQ se llevaron a cabo en un aparato de
cromatografia nano-HPLC Easy nLC 1000 (Thermo Scientific) acoplado a un espectrémetro de masas
tipo Q Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap, en el caso del estudio de tejido adiposo, y Orbitrap Fusion
Tribrid, en el caso del estudio de las mitocondrias (ambos de Thermo Scientific). Los péptidos se
suspendieron en acido formico (AF) al 0,1%, se cargaron en una pre-columna PepMap100 C18 LC (75
pm ID, 2 cm, Thermo Scientific) y se separaron en linea en una columna analitica NanoViper PepMap
100 C18 LC (75 um ID, 50 cm, Thermo Scientific) aplicando un gradiente continuo de solucién B de 8-
31% durante 240 min y de 31-90% durante 2 min a 200 nL/min (Solucién B = acetonitrilo, ACN, 90%; AF
0,1%). La ionizacion de los péptidos se realizd a 4,5 kV en una aguja de electronebulizacion Picotip (New
Objective). Los parametros del espectrometro de masas, el nimero de microscans, la energia de colision
normalizada y los pardmetros de exclusion dinamica usados han sido descritos previamente (Gomez-

Serrano et al, 2016; Gomez-Serrano et al, 2017).
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En el caso del anélisis de tejido, se registraron un total de 7 conjuntos de datos o carreras MS:
una procedente del material no fraccionado y otras seis de las correspondientes fracciones MCX, dando
lugar a un tiempo total de adquisicion de aproximadamente 32 h (Figura 12A).

En el caso del anélisis mitocondrial, el tiempo total de adquisicion fue de 25 h registrado en un
total de 5 carreras MS: dos procedentes del material no fraccionado y tres de las fracciones MCX.
Excepcionalmente, en una de las carreras MS el tiempo de gradiente ascendié a los 360 min con el

objetivo de aumentar la profundidad del estudio (Figura 12B).
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Segundo analisis protedmico — Mitocondrias de adipocitos
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Figura 12 | Analisis HPLC en los estudios proteémicos. Se muestran los cromatogramas correspondientes a los
analisis HPLC-MS de las muestras iTRAQ procedentes de tejido adiposo (A) y mitocondrias (B) analizadas en los
dos estudios protedmicos descritos en esta Tesis Doctoral. El andlisis de los péptidos se llevé a cabo tal como se
describe en la seccién de Materiales y Métodos (apartado 5.5). En cada carrera de MS se indican las fracciones

analizadas (ver Tabla 4). *, sefiala un analisis con un gradiente de cromatografia de 360 min (en lugar de 240 min).
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5.6. Busqueda de espectros de emision e identificacion de péptidos y proteinas

Para la identificacién de los péptidos, los espectros de fragmentacion se analizaron mediante el motor de
busqueda SEQUEST HT implementado en el programa Proteome Discoverer 1.4.0.29 (Thermo Scientific).
La asignacién de secuencias peptidicas se llevd a cabo mediante la comparacién de los espectros de
fragmentacion medidos experimentalmente con las fragmentaciones teéricas calculadas a partir de las
proteinas humanas contenidas en la base de datos UniProt (Septiembre 2014, 147 615 entradas) con los
siguientes parametros de busqueda: hasta 2 sitios de corte fallido en la digestién triptica; tolerancia de 2 y
0,02 Da en las masas del precursor y del espectro de fragmentacion, respectivamente; oxidacion
de metionina (+15,9949 Da) como modificacion variable y, en el caso de los péptidos marcados con
iTRAQ, modificacion fija de +144,1021 Da en lisina y el extremo amino peptidico. En el estudio de tejido
las carbamidometilaciones en Cys (+57,0215 Da) fueron consideradas modificaciones fijas, mientras que
en el estudio del redoxoma tiolico de mitocondria tanto las carbamidometilaciones como las
modificaciones por MMTS (+45,9877 Da) en Cys se consideraron modificaciones variables.

Todos los resultados fueron analizados por el método basado en la razon de probabilidades o
Probability Ratio (Martinez-Bartolome et al, 2008) y la tasa de error (FDR) de identificacion del péptido se
calcul6 teniendo en cuenta los resultados de busqueda en la base de datos UniProt respecto a los de una
base de datos sefiuelo de acuerdo al método perfeccionado previamente (Navarro & Vazquez, 2009).

Para la identificacion de péptidos, solo se consideraron aquellos con una FDR menor al 1%.
6. ENSAYOS DE VALIDACION

6.1. Separacion de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes e

inmunodeteccion (analisis por WB)

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se realizaron diferentes analisis por WB basados en la
separacion de proteinas en condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS) mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida (PAGE) y su posterior transferencia a membrana para la inmunodeteccion
mediante anticuerpos. Dependiendo del tipo de muestra y del marcador analizado, la cantidad de proteina
cargada en los geles oscilé entre 10-20 g en el caso de muestras de VAT y de 5-10 ug en el caso de
adipocitos aislados y mitocondrias. Como marcador de peso molecular se utilizaron 5 g de Precision
Plus Protein All Blue (Cat. 161-063, Bio-Rad Laboratories). En los geles en los que se analizaron
extractos mitocondriales también se cargaron 5 ug de mitocondria humana de corazén (Human heart
tissue lysate - mitochondrial extract, Cat. ab110337, Abcam) como control positivo. Todas las muestras se
solubilizaron en tampdn RIPA, se mezclaron con 1/5 (v/v) de tampén de carga (Tris-HCI 250 mM pH 6,8,
SDS 10%, glicerol 25%, azul de bromofenol 0,04%, DTT 0,5 M) y se hirvieron durante 5 min previamente
a cargarse en el gel. Los geles concentradores se prepararon a una concentracion estandar del 4% vy las
proteinas se separaron en geles de acrilamida/bis-acrilamida (37,5:1) (Cat.161-0148, Bio-Rad

Laboratories) a diferentes concentraciones (Tabla 5) durante 150 min a voltaje constante (90 V). La
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transferencia se realizd en cdmara fria durante 90 min a amperaje constante (350 mA) utilizandose
membranas de nitrocelulosa (Cat. NBA0O85C001EA, Whatman-Protran). Para asegurar que las proteinas
se transfirieron correctamente a las membranas, estas se tifieron con rojo Ponceau S (Cat.6226-79-5,
Amresco) al 1% (p/v) en una solucion de &cido acético 1% (v/v). Después, las membranas se bloquearon
durante 1h a RT en solucion de BSA 5% (p/v) en tampén TBS-T (Tris-HCI 50 mM pH 7,6, NaCl 150 mM,
Tween-20 0,1%) y se incubaron ON con los correspondientes anticuerpos primarios (Tabla 5). Al dia
siguiente, las membranas se lavaron 3 veces durante 10 min con tampon TBS-T y se incubaron durante
1 h a RT con los correspondientes anticuerpos secundarios, utilizandose dos métodos de revelado
distintos (Tabla 6). Para los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP), las
bandas se visualizaron con el reactivo Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent (Cat.
RPN2209, GE Healthcare) y se expusieron a distintos tiempos sobre peliculas médicas de rayos X (Cat.
ENKMV, AGFA). Las densidades Opticas se analizaron dentro del rango lineal con el programa Image J

(http.//imagej.nih.gov/jj/). Para los anticuerpos conjugados con distintos fluréforos las bandas se

visualizaron mediante el sistema de imagen infrarroja Odyssey (Li-Cor Biosciences) y las imagenes se
analizaron con el Odyssey Application Software (Li-Cor Biosciences) para obtener las densidades
integradas. Las comparaciones entre grupos se realizaron aplicando el test T de Student independiente.

La significacidn estadistica se asumio a partir de p < 0,05.
6.2. Inmunohistoquimica

Las muestras de VAT se fijaron en formaldehido al 10% en PBS durante un méaximo de 24 h y se
embebieron en parafina en el Servicio de Histologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto
Sols” (IIB) utilizando un procesador automatico Leica TP1020 (Leica Biosystems). Las secciones de tejido
de 5 um de grosor se obtuvieron con un microtomo de rotacién Leica RM 2255 (Leica Biosystems).

El protocolo de inmunohistoquimica que se llevo a cabo fue el siguiente: las secciones de tejido
se desparafinaron a 60°C durante 30 min, se hidrataron en alcoholes de graduacion descendiente y se
procedié al desenmascaramiento del antigeno por calor en una solucion EDTA 1 mM (pH 8,2). Tras el
bloqueo de la peroxidasa enddgena, las secciones se bloquearon en suero de caballo (5% en PBS) y se
incubaron con anticuerpo primario de conejo 1:200 anti-TOM22 humana (Cat. HPA003037, Sigma-
Aldrich) en camara himeda ON a 4°C. La tincion del anticuerpo secundario se llevé a cabo con el kit
VECTASTAIN ABC (Cat. PK-4000, Vector Laboratories) y se detectd con diaminobencidina (DAB) (Cat.
SK-4100, Vector Laboratories). Los lavados se realizaron en una soluciéon TBS al 0,1% de Triton. Las
secciones se contrastaron con hematoxilina de Harris (Cat. 351945S, Prolabo) previamente a la
deshidratacién y colocacion del cubre. EI medio de montaje elegido fue Entellan (Cat. 107961, Merck) y
las secciones se examinaron bajo un microscopio optico Nikon Eclipse 90i (Nikon Instruments Europe).

Como control negativo, el procedimiento se realiz6 en ausencia de anticuerpo primario.
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Tabla 5 | Anticuerpos primarios utilizados en los analisis de WB presentados en esta Tesis Doctoral. Para

cada una de las proteinas detectadas se muestra la prediccion de su peso molecular (en kDa) segin la Base de

Datos UniProt (Marzo 2017), el rango de concentracion de los geles utilizados en la separacion mediante SDS-

PAGE, asi como el origen animal, referencia comercial y dilucién de los distintos anticuerpos utilizados. ECL

(quimioluminescencia) y Odyssey (deteccién infrarroja) indican los métodos de revelado empleados.

; Concentracion Origen Casa . I
Proteina kDa gel separador  anticuerpo comercial Referencia  Dilucion Revelado
ACTB 0 Santa Cruz ) ECL/
@acTy) 4174 7-14% Cabra  gliechnology 1618 12000 il
ATP5A1 59,75 12,5% Ratén Abcam ab14748 * 1:1000  Odyssey
CANX 6757  8-12% Congjo  oaMACZ o 14397 15000 Odyssey
Biotechnology
COL6 . . , ECL/
(COL6A1) 108,53 8-10% Conejo Abcam ab199720 1:2000 Odyssey
COX5B 1370 125-14% Raton  oaMaCNZ oo azu7 1000 ECL
Biotechnology
COX6BI 1019  125-14% Raton ~ oomaCMZ o 93033 g4000  ECL
Biotechnology
cs 51,71 10 - 12% Conejo  Sigma-Aldrich  C5498 1:5000  Odyssey
BD
FASN 273,43 % Ratén Transduction 610962 1:2000  Odyssey
Laboratories
400 . Santa Cruz g ,
FH 54,64 10-12% Ratén Biotechnology sc-100743 1:1000  Odyssey
GAPDH 36,05 10 - 14% Ratén Ambion AM4300  1:10000  Odyssey
GPX1 22,09 10-12% Conejo  Sigma-Aldrich SAB2700534  1:1000  ECL
GRP78 7233 10-12% Cabra  SaMaCMZ oqnsn 1200 ECL
Biotechnology
GSTM1 25,71 10-12% Congjo  oaMaCmZ oo yaamny  1.050 ECL
Biotechnology
H3 1540  12,5-14% Conejo Abcam ab1791  1:10000  ECL
H4 1,37 125-14% Conejo Abcam ab10158  1:10000  ECL
. Santa Cruz
- 0 - *
MAOA 59,68 7-12% Conejo Biotechnology sc-20156 1:2000  Odyssey
MT-CO2 25,57 12,5% Raton Abcam ab110258*  1:1000  Odyssey
NDUFA9 42,51 12,5% Raton Abcam ab14713 11000  Odyssey
S100A9 1324 125-14% Cabra SantaCruz o o114 14000  ECL
Biotechnology
SDHA 7270 10-12,5% Rat6n Abcam ab14715  1:10000  ECL
SDHB 31,63 12,5% Ratén Abcam ab14714 * 1:1000  Odyssey
SDHC 1861  125-14%  Conejo Abcam  ab155999 1000  ECL/
Odyssey
SOD2 2460  10-125%  Congo ~ oneobfe  ADESOD- 4000 pgy
Sciences 111
TFAM 2910  10-12,5% Conejo Abcam abd7517  1:1000  Odyssey
TOM22 1552 12,5-14% Conejo  Sigma-Aldrich  HPA003037  1:500 ECL
UQCRC2 4844 12,5% Rat6n Abcam ab14745*  1:1000  Odyssey
VDAC1 30,77 10 - 14% Rat6n Abcam abld734 12500 ECL/
Odyssey

*, anticuerpos que formaban parte del Total OXPHOS Human WB Antibody Cocktail (Cat. ab11041, Abcam).
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Tabla 6 | Anticuerpos secundarios utilizados en los analisis de WB presentados en esta Tesis Doctoral. Para
cada uno de los anticuerpos se indica: el método de revelado, ECL (quimioluminescencia) y Odyssey (deteccion
infrarroja); el tipo de anticuerpo, junto con su conjugado asociado; el origen animal del anticuerpo, la referencia
comercial y la dilucién utilizada en los andlisis. HRP, peroxidasa de rabano, del inglés horseradish peroxidase;
IRDye, fluoréforos de excitacion infrarroja.

Sistema de

Anticuerpo Conjugado Origen Casacomercial Referencia Dilucién
revelado
AntigG (HHl)de o Capra Nordic 6639 1:10000
conejo Laboratories
ECL Anti-IgG de ratén HRP Oveja Amersham NXA931 1:10000
AntidgG decabra  HRP  Bumo  o2n@CMZ o000 1:20000
Biotechnology
AntigG (Hl)de — IRDye oo, LECOF 926-68021  1:10000
conejo 680LT Biosciences
Anti-lgG (H+L) de IRDye Li-Cor ! ,
Odyssey raton 800CW Cabra Biosciences 926-32210  1:10000
Anti-gG (H+L)de  onvo6gg  Bumo . H-OO" 926-32222  1:10000
raton Biosciences
Anti-lgG (H+L) de IRDye Li-Cor i ,
cabra 800CW Burro Biosciences 926-32214 1:10000

6.2.1. Analisis morfométrico mediante el programa Adiposoft

Para analizar el nimero y tamafio de los adipocitos en las secciones de VAT, se recurrié al
programa Adiposoft (Galarraga et al, 2012). Se utilizaron cortes de tejido de 5 um de grosor tefiidos con
hematoxilina-eosina segun los procedimientos convencionales. Las secciones histolégicas se evaluaron
bajo un microscopio Nikon Eclipse 90i (Nikon Instruments Europe) a un aumento de 40X y 100X,
tomandose imagenes de manera aleatoria. El método de estimacion se utilizé en modo automatico sin
hacer correcciones manuales en la asignacién de los adipocitos. El umbral de tamafio minimo y maximo
se establecié en 40 um y 175 um, respectivamente. Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante la aplicacion del test T de Student independiente. La significacion estadistica se asumié a partir
de p <0,05.

6.3. Ensayos de inmunocaptura y actividad enzimatica

Las mitocondrias se aislaron a partir de adipocitos humanos usando el protocolo de Abcam (apartado
3.2.2 de Materiales y Métodos).

La actividad del complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) se estimé mediante el uso de un ensayo de
inmunocaptura en placa (Cat. ab109909, Abcam) adaptando las instrucciones del fabricante a nuestra
muestra. Brevemente, las suspensiones de mitocondria fueron suavemente digeridas con la solucién
suministrada por el kit (dilucién 1/10) durante 30 min en hielo. Después, las muestras se centrifugaron a

16 000 xg durante 20 min y el sobrenadante se diluy6 en el tampon 1 proporcionado por el kit. La muestra
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diluida se incub6 en la placa durante 3 h a RT, de manera que el complejo IV fue inmovilizado gracias a
los anticuerpos monoclonales que recubrian la placa. Después de varios lavados, el complejo antigeno-
anticuerpo se incubd con la solucion de ensayo que contenia el citocromo ¢ reducido y la actividad
enzimatica del complejo IV se estimd en funcion de los cambios en la densidad 6ptica (OD) a 550 nm
producidos por la oxidacién del citocromo ¢. Las medidas se realizaron en modo cinético incubando la
placa a 30°C (sin agitacion) y midiendo cada 2 min y 30 s durante 120 min en un aparato Infinite M1000
(TECAN Trading AG, Switzerland). Se utilizd mitocondria bovina de corazén (Bovine Heart Mitochondria,
Cat. ab110338, Abcam) como control positivo. Como control negativo, el experimento se realizé en
ausencia de sustrato (citocromo ¢ reducido). Todas las muestras se midieron por triplicado y la actividad
para cada paciente se calculd como la media de las diferencias entre dos puntos dentro del rango lineal
normalizado por la cantidad de proteina (AOD 550 nm/min/mg proteina). Las comparaciones entre grupos
se realizaron mediante la aplicacion del test T de Student independiente. La significacién estadistica se

asumié a partir de p < 0,05.
6.4. Analisis de extractos mitocondriales en condiciones nativas

Se utilizaron los precipitados de mitocondrias aislados a partir de adipocitos humanos mediante el
protocolo de Abcam (apartado 3.2.2 de Materiales y Métodos). Los ensayos se realizaron en la Unidad
de Protedmica del Instituto de Investigacion Hospital Universitario 12 de Octubre (i+12, Madrid) utilizando
los protocolos previamente descritos (Moreno-Lastres et al, 2012; Mourier et al, 2014).

Para extraer las proteinas en condiciones nativas, los precipitados se solubilizaron en 30-100 pL
de tampon Bis-Tris 50 mM pH 7,0, &cido aminocaproico 1,5 M y las mitocondrias se trataron con una
proporcién de digitonina de 4 g/g (4 g de digitonina por g de proteina). Las muestras solubilizadas se
incubaron en hielo durante 20 min, se centrifugaron a 16 000 xg durante 30 min a 4°C y el sobrenadante
se combind con tampoén de carga (Bis-Tris 50 mM, acido aminocaproico 750 mM, EDTA 0,5 mM, Serva
Blue G-250 al 5%).

6.4.1. Anélisis 1D BN-PAGE y 2D BN-SDS/PAGE

Para realizar la electroforesis en la primera dimension (1D) se utilizaron geles Native PAGE
Novex 3-12% Bis-Tris (Cat. BN1003BOX, Invitrogen) y se cargaron con 30 ug de proteina mitocondrial.
Parte de estos geles 1D-BN-PAGE se utilizaron para analizar el ensamblaje de los supercomplejos en su
conformacion nativa directamente mediante inmunodeteccion. Otros geles se procesaron en una segunda
dimensién (2D) en condiciones desnaturalizantes (SDS/PAGE). Para ello, cada banda del gel de 1D-BN-
PAGE se cort6 con un bisturi, se incub6 durante una hora con una solucion desnaturalizante (SDS 1%, 8-
mercaptoetanol 1%) y se roté 90° en un cristal procediendo a la segunda electroforesis.

Para llevar a cabo la inmunodeteccion tanto en 1D como en 2D, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa a un amperaje constante de 1,3 A durante 10 min y se incubaron con los

siguientes anticuerpos primarios: anti-COX5A (subunidad 5A de la citocromo ¢ oxidasa) en dilucion
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1:1000 (ab110262, Abcam), anti-NDUFA9 (subunidad 9A de la NADH deshidrogenasa) en dilucién 1:1000
(ab14713, Abcam) y anti-VDAC1 (canal de intercambio anionico dependiente de voltaje 1) en dilucion
1:2000 (ab14734, Abcam) todos hechos en raton. Posteriormente se incub6 con el anticuerpo secundario
anti-IgG de ratdn conjugado con HRP y las bandas se visualizaron con el Cheluminate-HRP PicoDetect
Kit for Western Blotting (Cat. A3417, Panreac AppliChem).

6.4.2. Ensayos de actividad en gel del complejo | mitocondrial

Para realizar los ensayos de actividad en gel (IGA) se realizaron geles duplicados cargados con
60 pg de proteina mitocondrial. Una vez completado el BN-PAGE, los geles se incubaron entre 2-4 h a RT
en una solucion de Tris-HCl 2 mM, pH 7,4, NADH 0,1 mg/mL y azul de nitrotetrazolio 2,5 mg/mL. Después
de la incubacion, los geles se lavaron en agua destilada y se escanearon en un aparato ImageScanner il
(GE Healthcare).

7. ANALISIS ESTADISTICO

La descripcién de resultados que implicaban variables continuas se expresaron como la media +
desviacion estandar (DE). Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el programa SPSS
(Statistical Package for Social Science, v.22, IBM SPSS Corporation) y Microsoft Office Excel 2016
(Microsoft Corporation). El analisis de la varianza simple (ANOVA), con correccién post hoc de Bonferroni,
se utilizd para comparar las variables clinicas y antropométricas de los pacientes. La relacidn entre
variables continuas se evalué mediante el test de correlacion de Pearson. Las comparaciones directas
entre dos grupos en los ensayos de validacién se realizaron con la aplicacién del test T de Student

independiente. La significacién estadistica se establecio a partir de p < 0,05 en todos los casos.

7.1. Aplicacion del modelo WSPP para la cuantificacion de péptidos y proteinas diferencialmente

abundantes

Las intensidades de los iones reporteros derivados del marcaje iTRAQ fueron cuantificadas a partir de los
espectros de fragmentacion gracias al programa QuiXoT (Lopez-Ferrer et al, 2006; Ramos-Fernandez et
al, 2007). QuiXoT proporciona los datos de entrada para el modelo WSPP (Navarro et al, 2014), mediante
el cual se estiman las abundancias de los péptidos y proteinas de los que derivaron esos reporteros. El
modelo WSPP palia en parte los problemas estadisticos asociados a la cuantificacién de proteinas a
partir de péptidos marcados con iTRAQ (Luo & Zhao, 2012), ya que considera que las cuantificaciones no
tienen la misma precision en todos los niveles y por ello descompone los diferentes componentes de la
varianza, teniendo en cuenta la estructura altamente desequilibrada de este tipo de datos (Navarro et al,
2014). Para ello, el modelo WSPP integra la informacion cuantitativa a varios niveles (por ejemplo, de
espectro a péptido y de péptido a proteina) teniendo en cuenta las fuentes de error correspondientes a
cada uno de los niveles de cuantificacion, que son: i) el error cometido durante la medida en el

espectrometro de masas; ii) el error con que diferentes péptidos cuantifican la proteina de la que se
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generan; y iii) la dispersion con que cada una de las proteinas se desvia del valor promedio esperado.
Este tipo de errores y varianzas asociadas son estimados mediante diferentes parametros en los tres
niveles (espectro, péptido y proteina) que, en ultima instancia, permiten el célculo de un valor Z (Navarro
et al, 2014). Ese valor Z se refiere al ratio logaritmico estandarizado en términos de desviacion estandar
que estima la abundancia de péptidos (Zp) y proteinas (Zq) entre las dos condiciones a comparar. En el
presente trabajo de Tesis Doctoral el umbral para asignar las proteinas con abundancia diferencial se

establecié en |Zq| > 2 (correspondiente a un p < 0,05).

7.1.1. Analisis de los cambios a nivel de péptido en la estrategia redox

La cuantificacién correspondiente al marcaje diferencial de Cys basado en la tecnologia
GELSILOX (Martinez-Acedo et al, 2012) (estudio del proteoma mitocondrial) requiere la realizacion de
dos analisis estadisticos. En un primer analisis, se excluyen los péptidos con residuos de Cys en su
secuencia, y se utiliza el resto de los péptidos (sin residuos de Cys en su secuencia o péptidos nonCys)
para calcular las varianzas a nivel de espectro, de péptido y de proteina, asi como para determinar las
proteinas con cambios en su abundancia estadisticamente significativos (en base al Zq). Después, se
realiza un segundo analisis estadistico que incluye la poblacion entera de péptidos del proteoma, Cys y
nonCys, donde se utilizan las varianzas calculadas en el primer analisis para caracterizar los péptidos
Cys que se desvian de la distribucion esperada para los péptidos pertenecientes a cada proteina. De esta
manera, se evitan calculos sesgados que reflejen los cambios en la abundancia de las proteinas de las
que se originaron estos péptidos, obteniéndose la correspondiente logoratio estandarizada a nivel de
péptido, Zp. En este trabajo, el umbral para distinguir los péptidos diferencialmente abundantes se

establecié en |Zp| > 2.
7.2. Aplicacion del modelo SBT para la busqueda de cambios proteicos coordinados

Se utilizé un algoritmo de Biologia de Sistemas, basado en el modelo WSPP, que permite la deteccién y
el analisis de cambios proteicos coordinados partiendo de datos de proteémica cuantitativa (Garcia-
Marques et al, 2016). Este modelo integra a un nivel superior la informacién de conjuntos de proteinas
creados a partir de categorias funcionales de manera que, al igual que se hacia a nivel de péptido o
proteina, se obtiene una relacion o ratio logaritmico estandarizado (Zc) para cada funcién proteica. Este
ratio pondera el conjunto de los cambios de cada una de las proteinas pertenecientes a un grupo o
categoria funcional, determinando si coordinadamente ese conjunto de proteinas se comporta
diferencialmente entre dos condiciones. En el presente trabajo de Tesis Doctoral, las categorias
funcionales se consideraron significativamente diferenciales cuando contenian 5 0 més componentes
proteicos con FDR < 0,05. Adicionalmente, se realizaron analisis de agrupamiento o clustering en base a

la frecuencia de términos proteicos compartidos entre las categorias funcionales reguladas.
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8. BASES DE DATOS Y OTROS RECURSOS INFORMATICOS

Para la aplicacion del modelo SBT, se construyd un archivo de relaciones proteina-categoria que
contuviera anotaciones ontoldgicas con relevancia en el tejido adiposo y obesidad. El archivo final se
obtuvo a partir de la base de datos DAVID (Huang da et al, 2009a) y contenia aproximadamente 2,3 - 108
relaciones proteina-categoria con informacion proveniente de: OMIM (n= 74 246 anotaciones); KEGG (n=
118 854); PANTHER (n= 40 503); COG Ontology (n= 11 133); y los términos GO (Gene Ontology) FAT de
procesos bioldgicos (BP, n= 1458371) y componentes celulares (CC, n= 553 965), los cuales evitan
términos redundantes de categorias parentales demasiado amplias.

Los términos de proteinas mitocondriales se obtuvieron a partir de aquellos incluidos en la
anotacién GO Mitochondrion (GO:0005739, http://www.geneontology.org/) asi como de la base de datos
Human MitoCarta v2.0 (Calvo et al, 2016).

Los analisis de enriquecimiento de listas de proteinas se realizaron con el programa facilitado

por DAVID (https://david.ncifcrf.gov/) (Huang da et al, 2009b) y los analisis de redes y agrupacion de
proteinas se llevaron a cabo mediante la aplicacién de STRING v10.0 (http://string-db.org/) (Szklarczyk et
al, 2015).
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“Creo que en la discusion de los problemas naturales, deberiamos comenzar no con las escrituras,
sino con experimentos y demostraciones.”

Galileo Galilei (1564 - 1642)
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1. ANALISIS DEL PROTEOMA DEL VAT EN OBESIDAD

La acumulacion excesiva de VAT, también denominada “obesidad visceral’, se relaciona directamente
con el desarrollo de enfermedades metabdlicas como DM2 o ECV (Neeland et al, 2012). El
envejecimiento influye en la acumulacion de tejido adiposo aumentando significativamente su masa total,
redistribuyendo la grasa corporal con un aumento del VAT frente al SAT, asi como aumentando el
depdsito de la grasa ectépica (Demerath et al, 2007; Graner et al, 2013). Por ello desde hace tiempo, el
envejecimiento se conoce como un factor de riesgo independiente en el desarrollo de obesidad y de DM2
(Barzilai et al, 2012; Shimokata et al, 1989). Paralelamente, las diferencias entre hombres y mujeres en la
distribucidn del tejido adiposo han sido ampliamente establecidas (Karastergiou et al, 2012; Krotkiewski et
al, 1983). En general, los hombres tienen un fenotipo obeso mas perjudicial que las mujeres debido
principalmente a la acumulacién de grasa en la regién abdominal (Camhi et al, 2011; Geer & Shen, 2009).
No obstante, cabe destacar que el efecto perjudicial del envejecimiento se acentua en las mujeres
respecto a los hombres con el paso del tiempo. Las mujeres sufren una significativa redistribucion del
tejido adiposo al acercarse a la menopausia, de manera que la grasa comienza a acumularse
principalmente en la zona abdominal en detrimento de las zonas periféricas como los gliteos (Kanaley et
al, 2001). Esta redistribucién se traduce en un mayor riesgo metabdlico y cardiovascular que puede pasar
de ser inferior en mujeres pre-menopausicas a ser superior en post-menopausicas respecto a los
hombres (Regitz-Zagrosek et al, 2006).

Para el estudio protedmico, se escogieron un total de 16 muestras de pacientes obesos
mérbidos (IMC = 40 kg/m?) que compartian las caracteristicas clinicas mas homogéneas, tal y como se
describe en el apartado de Material y Métodos (seccion 2). Se distinguieron dos grupos principales:
pacientes con DM2 (obesos diabéticos, n=8) y pacientes sin DM2 u otras comorbilidades asociadas a la
obesidad (obesos no diabéticos, n=8). Cada uno de estos grupos se dividié en dos subgrupos teniendo en
consideracién el género (mujeres obesas diabéticas, n=4; hombres obesos diabéticos, n=4) y el rango de
edad (mujeres obesas no diabéticas mayores de 45 afios, n=4; mujeres obesas no diabéticas menores de
35 afios, n=4). Todos nuestros grupos presentaron un grado de obesidad visceral similar, representado
por un IMC > 40 y un perimetro de la cintura marcadamente superior a 80 cm en las mujeres y a 94 cmen
los hombres (Tabla 3). Todas las obesas no diabéticas exhibieron niveles controlados de glucemia
(glucosa en ayunas < 7 mmol/L y HbA1c > 6,5 %) y, en el caso de los pacientes diabéticos, no se
apreciaron diferencias en el grado de control de la DM2 entre hombres y mujeres. En cuanto a la edad de
los pacientes, solo los grupos implicados en el estudio diferencial de envejecimiento presentaron
diferencias significativas. A este respecto, es preciso destacar que las mujeres de mayor edad
manifestaron una ligera tendencia a tener un peor perfil lipidico que las mujeres méas jovenes (Tabla 3).
Estas diferencias responden al aumento que sufren estos parametros con el envejecimiento (Heiss et al,

1980; Heitmann, 1992), unido a la ausencia de medicacion en estas pacientes. De hecho, el tratamiento
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con farmacos provoco la mejora de los pardmetros lipidicos en los grupos de hombres y mujeres
diabéticos, llegando a ser incluso mejores que los de las pacientes mas jovenes (Tabla 3).

Con el fin de profundizar en el desarrollo de la DM2 en obesidad y la influencia del
envejecimiento y el dimorfismo sexual en el tejido adiposo humano, recurrimos a una estrategia no
dirigida que combind una plataforma proteémica de alta resolucién, iTRAQ y HPLC-MS, junto con
herramientas de Biologia de Sistemas. Asi, dentro del mismo experimento iTRAQ/HPLC-MS, la
comparacion entre los distintos grupos de pacientes generé 3 estudios diferenciales independientes
(Figura 7). De esta manera, nuestro disefio experimental permitié6 no solo una evaluacion sdlida de los
cambios en la abundancia de proteinas, sino también reducir considerablemente la cantidad de muestra
utilizada y el tiempo de adquisicidén de datos en comparacion con otras alternativas. Ademas, la aplicacion
de analisis de Biologia de Sistemas permitié valorar por primera vez los cambios globales del VAT

humano asociados a la edad, la DM2 y el género lo de los pacientes (Gomez-Serrano et al, 2016).

1.1. Identificacion del proteoma del VAT y analisis de proteinas individuales diferencialmente

abundantes en obesidad

Debido al disefio no dirigido de este estudio, una de las partes mas interesantes del trabajo estaba
constituida por una primera etapa de identificacién de proteinas con la que definiriamos el proteoma del
VAT. Bajo una FDR del 1% se identificaron 14 118 péptidos Unicos (Tabla S1) asignados a 2 525
proteinas, que estaban codificadas por un total de 2 329 genes humanos (Tabla S$2). Nuestro nimero de
proteinas fue comparable al descrito por Kim y col. (Kim et al, 2014), que constituia la descripcién del

proteoma del VAT mas exhaustiva hasta esa fecha (Figura 13).

A
. Total de carreras o . -
Publicacion »:\t:or'drs:e adquisiciones de Péptidos Prote(:gl a: ur)ucas
ProteomIco " yatos LC-MS/MS anes
: Label free
Kim et al. 2014 nHPLC/MS-MS 59 22 250 2323
Gomez-Serrano  iTRAQ 4-plex
otal. 2016  nHPLCIMSMS U il e
B
Kim et al. 2014 Goémez-Serrano et al. 2016
(2 323) (2 329)
853 859

Figura 13 | Cobertura del proteoma del VAT. (A) Comparacion del estudio protedmico del VAT descrito en este

trabajo de Tesis Doctoral (Gomez-Serrano et al, 2016) frente al del estudio de Kim y col. (Kim et al, 2014). El estudio
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de Kim y col. analizé la aparicion temprana de DM2 en pacientes no obesos, obteniendo la descripcion del proteoma
del VAT mas detallada hasta esa fecha (2014). A pesar de las diferencias metodologicas, ambos estudios
detectaron la expresién de un nimero similar de genes en el VAT. (B) Diagrama de Venn que muestra el nimero de
proteinas descritas en cada una de las publicaciones. Se identificaron un total de 1 470 productos génicos en ambos

estudios (aproximadamente el 63%).

En ese estudio los autores detectaron la expresion de 2 323 genes mediante un abordaje
proteémico sin marcaje (label free), necesitando 59 adquisiciones MS para ello. Por el contrario, en
nuestro estudio fueron suficientes 7 carreras MS para alcanzar una cobertura similar (correspondiente a
2 329 proteinas unicas) (Figura 13A). Ademas, aproximadamente el 63% de los productos génicos
detectados fueron idénticos en ambos estudios (1 470 proteinas) (Figura 13B). La simplicidad en la
adquisicion de los datos asi como la minimizacion del gasto de muestra, sefialaron las ventajas del

abordaje iTRAQ/HPLC-MS escogido en nuestro caso frente al de Kimy col.
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Figura 14 | Funciones destacadas en el proteoma del VAT de pacientes obesos. (A) Proporcion relativa de los
principales componentes celulares (categorias GOCCs). El calculo se realizé en funcién al nimero de proteinas
identificadas para cada categoria respecto al total de identificaciones. (B) Andlisis de enriquecimiento de los
procesos biolégicos (GOBPs). Las barras representan el — Log1o(p), donde p se refiere al p valor obtenido para el

enriquecimiento. Se muestran los GOBPs mas representativos. La Tabla S2 contiene el total de GOBPs
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enriquecidos con p < 0,05. Las categorias relacionadas con la mitocondria se encuentran destacadas en naranja.

Figura adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

El andlisis de los componentes celulares de GO (GOCCs) a los que pertenecian las proteinas
identificadas en nuestro estudio, manifestd que los principales compartimentos subcelulares
representados en el VAT eran el citoplasma (22%), la membrana plasmatica (13%), el ntcleo (13%) y la
mitocondria (7%), con contribuciones importantes también del RE (4%) y el aparato de Golgi (2%) (Figura
14A). Para comprobar la relevancia bioldgica de las proteinas implicadas, se llevaron a cabo andlisis de
enriquecimiento mediante el soffware DAVID (Huang da et al, 2009b). Los procesos bioldgicos GO
(GOBPs) significativamente enriquecidos en el proteoma del VAT comprendian funciones bien conocidas
del tejido adiposo tales como la generacion de metabolitos precursores y energia o el metabolismo de la
glucosa y &cidos grasos, y otros fendmenos relacionados con la obesidad como la respuesta al estrés
oxidativo o la respuesta a proteinas mal plegadas (Response to unfolded protein) (Figura 14B, Tabla S3),
en consonancia con estudios protedmicos previos en VAT humano (Kim et al, 2014; Perez-Perez et al,
2012a). Las principales rutas metabolicas mitocondriales también estaban enriquecidas de manera

significativa, lo que subraya la importancia de este organulo en el tejido adiposo.

1.1.1. Cuantificacion de los cambios en la abundancia de proteinas individuales

El analisis cuantitativo de los datos proteémicos se realizd bajo el modelo estadistico WSPP
(Navarro et al, 2014). Antes de la cuantificacién, las proteinas plasmaticas y las citoqueratinas
epidérmicas identificadas se excluyeron del analisis para evitar una informacién sesgada debida, o bien a
diferencias en la contribucién del plasma entre las distintas muestras de pacientes, o bien a diferencias en
la posible contaminacion durante la manipulacion de las mismas. De esta manera se aseguré trabajar
bajo una distribucién normal de los datos, que finalmente contenian un total de 12 824 péptidos Unicos
correspondientes a 2 371 proteinas (codificadas por un total de 2 245 genes). Estas proteinas se
cuantificaron en los grupos de pacientes, cuya comparacion dio lugar a los tres estudios diferenciales que
se abordan en esta Tesis Doctoral (edad, DM2 y género) (Figura 15). La distribucion normal de los datos
se comprob6 mediante el analisis del ratio logaritmico (en base 2) de la media corregida para cada una
de las proteinas (valor X'q) respecto a su peso estadistico (valor Wq) en cada una de las comparaciones
(Figura 16). A partir de estos valores, el modelo define una variable estandarizada a nivel de proteina (el
valor Zq) que es el ratio logaritmico (en base 2) de la media corregida expresada en unidades de
desviacion estandar (Navarro et al, 2014). En esta Tesis Doctoral, las proteinas con |Zq| > 2
(correspondientes a p < 0,05) se consideraron como proteinas diferencialmente abundantes (DAPs) en
cada comparacion. La Tabla S4 recoge los valores estadisticos X'q, Wq y Zq de las 2 371 proteinas en

cada comparacion.
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Figura 15 | Flujo de trabajo (workflow) seguido en el analisis del proteoma del VAT. El analisis que se realizé
en este trabajo consta de dos etapas bien diferenciadas: una primera de identificacién (por LC-MS) y una segunda
de cuantificacion relativa (derivada de la metodologia iTRAQ). Nétese que el nimero de proteinas siempre es
ligeramente superior al de sus correspondientes genes debido a la identificacion/cuantificacion de distintas

isoformas proteicas codificadas por un mismo gen.
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Figura 16 | Distribucion normal de los datos de cuantificacion del proteoma del VAT. Graficos de puntos que
muestran los valores X’q (log2 de la media corregida para cada proteina) respecto a Wq (peso estadistico de la
proteina) en cada una de las comparaciones: edad (1, puntos azules); DM2 (2, puntos rojos) y género (3, puntos
verdes). El modelo WSPP trabaja bajo la hipdtesis de normalidad, de manera que los datos deben ajustarse a una

distribucion gaussiana. Figura tomada de (Gomez-Serrano et al, 2016).
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De acuerdo al criterio escogido, los resultados mostraron que en el estudio comparativo de edad
255 proteinas estaban diferencialmente reguladas (126 mas abundantes y 129 menos abundantes) en
obesas no diabéticas de mayor edad (media 51 afios) respecto a las mas jovenes (media 32 afios); en el
caso del estudio de DM2, 203 proteinas mostraron diferencias significativas en obesas diabéticas vs. no
diabéticas (98 mayor abundancia y 105 menor abundancia); y, en el caso del estudio de género, se
detectaron un total de 246 DAPs de las cuales 134 aumentaron en mujeres diabéticas y 112 en hombres
diabéticos (Figura 17A). Entre el 15 y el 33% de las DAPs eran comunes entre las distintas
comparaciones (Figura 17B), lo que remarcé la conexion que existe entre el envejecimiento y la DM2 asi
como la influencia del género sobre estos fenémenos. De hecho, el mayor grado de coincidencia entre
DAPs existia entre la DM2 y el género (alrededor del 33%), lo que sugiere un gran impacto del dimorfismo
sexual sobre el fenotipo diabético en el tejido adiposo.

Por otro lado, entre 100 y 150 DAPs se encontraron alteradas de forma exclusiva para cada una
de las comparaciones (Figura 17C). Dado que este numero de DAPs era relativamente elevado para que
fuera factible el analisis individual de cada una de las proteinas, se procedié al andlisis de
enriquecimiento de estas listas mediante el software DAVID. Para cada comparacion se estudiaron las
listas de proteinas con mayor y menor abundancia por separado, y se determinaron significativamente

representadas aquellas categorias funcionales con p < 0,05 (Tablas $5-10).

A B E oY b
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Figura 17 | Cambios en la abundancia de proteinas individuales en el VAT de pacientes obesos. (A) Diagrama
de Venn que muestra el nimero de DAPs en cada una de las comparaciones y las distintas coincidencias. La
evaluacion y visualizacion de las listas de proteinas se realizd mediante diagramas de area proporcional a través de
la aplicacion web Bio-Venn (Hulsen et al, 2008). (B) Grado de coincidencia de DAPs entre las distintas
comparaciones. (C) Numero de DAPs encontradas exclusivamente en cada comparacién. Se indica también el

numero de proteinas con mayor y menor abundancia. Figura adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016).
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1.1.2. Proteinas alteradas en el estudio de edad

En las obesas no diabéticas mayores de 45 afios vs. menores de 35 afios, las categorias que
fueron significativamente mas abundantes comprendian proteinas de la matriz extracelular (Tabla S5),
tales como la metaloproteinasa de la matriz 9 (MMP9), subunidades de colageno o laminina (LAMB2)
(Tabla 7). La MMP9 es una enzima proteolitica que actta principalmente sobre moléculas de la ECM
como el coldgeno, favoreciendo el reciclaje del tejido conectivo y vascular (Woessner, 1991) y la
infiltracién de poblaciones linfocitarias en ciertos tejidos (Bekes et al, 2011; Yabluchanskiy et al, 2013).
La alteracion de MMPs con el envejecimiento podria contribuir a la remodelacién y expansién del tejido
adiposo (Christiaens & Lijnen, 2006), favoreciendo la inflamacion (Strissel et al, 2007) y el desarrollo de
patologias inflamatorias como la artritis, la DM2 o el cancer (Halade et al, 2013). Las subunidades del
colégeno y la laminina forman parte del componente estructural de la ECM (Divoux & Clement, 2011). El
colageno tipo VI (COL6) se ha relacionado con un mayor desarrollo de fibrosis (Buechler et al, 2015) asi
como con mayor IMC, grasa visceral e inflamacion en humanos (Pasarica et al, 2009). Ademas, el modelo
de raton deficiente para COL6 mostré mejoras en el metabolismo lipidico y de la glucosa, aunque
paraddjicamente se acompafiaba de un incremento del tamafio de los adipocitos (Khan et al, 2009). Para
confirmar que el envejecimiento se acompafiaba de una acumulacién de proteinas de la ECM con
impacto negativo sobre el tejido adiposo, se escogié COL6 como proteina representativa. El andlisis
mediante WB de un conjunto independiente de 16 muestras de VAT confirmd el aumento de COL6 en

pacientes de mayor edad (Figura 18).

Mayores Menores * * *
0, de45afios  de 35 afios R r
150- ‘- " e — ‘ CcOL6 _% m Obesas no diabéticas
15- °© mayores de 45 afios
L e 1 c" H4 z
20- = 05 S
e — —4 TOM22 z O Obesas no diabéticas
50. ‘ ‘ ‘ £ menores de 35 afios
— ——]||— ——] BACTIN :
00 - L
COL6 H4 TOM22

Figura 18 | Validacion de DAPs mediante WB en el estudio diferencial de edad del VAT. Iméagenes
representativas de marcadores seleccionados que se analizaron mediante WB en un conjunto independiente de
muestras de VAT procedente de pacientes no diabéticas mayores de 45 afios (n=8) y menores de 35 afios (n=8).
Los resultados se normalizaron con los datos obtenidos para la -Actina. Los graficos de barras muestran los
valores de intensidad relativa como medias + DE obtenidos después de la densitometria de las bandas. La
significacion estadistica se establecié en p < 0,05. kDa, peso molecular de las distintas bandas; *, p < 0,05. Figura

adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016).
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Tabla 7 | Analisis de enriquecimiento funcional de las DAPs que se encontraron exclusivamente en la
comparacion de edad. Se muestran algunas categorias representativas con sus proteinas correspondientes,
indicandose el cddigo de acceso de UniProt asi como el nombre de la proteina y su simbolo. El valor Zq asociado a
cada una de las DAPs aparece en una escala de color amarillo-morado indicando mayor o menor abundancia con la
edad, respectivamente. Las categorias funcionales se obtuvieron con el software DAVID (Huang da et al, 2009b).
Las Tablas S5 y S6 contienen el listado completo de categorias enriquecidas. Tabla modificada de (Gomez-Serrano
et al, 2016).

Categoria pvalor  UniProt Nombre de la proteina Simbolo  Zq

P14780  Matrix metalloproteinase-9 MMP9 4,25
EGF-containing fibulin-like extracellular EFEMP1

Q12805 . . 3,54
) matrix protein 1
Engg?(’)’g’;fO'?ng 000  P55268  Laminin subunit beta-2 LAMB2 2,90
(GO: ) P51888  Prolargin PRELP 2,64
P02462  Collagen alpha-1(IV) chain COL4A1 245
P12110  Collagen alpha-2(Vl) chain COL6A2 2,37
Chromatin assemb/y or P16401 Histone H1.5 HIST1H1B | -2,16
disassembly 000  P62805 Histone H4 HISTIH4A [=269
(GO:0006333) Q02539 Histone H1.1 HISTIH1A 58,04
Q8NC60  Nitric oxide-associated protein 1 NOA1 -2,20
P06241  Tyrosine-protein kinase Fyn FYN -2,21
P24310 C)_/tochromg ¢ oxidase subunit 7A1, COXTA1 | 222
mitochondrial
Mitochondrial part Mitochondrial import receptor subunit
0,04 i
(GO:0044429) QINS69 TOM22 homolog TOMM22 [ -2,27
P51970 NADH dehydrogenase [u@qumone] 1 NDUFAS | -2.28
alpha subcomplex subunit 8
P53007 Tricarboxylate transport protein, SLC25A1 | 242

mitochondrial

Las categorias funcionales sobre-representadas en el conjunto de DAPs que disminuian su
abundancia con la edad estaban implicadas en la transcripcion y la traduccion, incluyendo proteinas
ribosomales, histonas (principalmente H1 y H4) y varias ribonucleoproteinas. Otras funciones disminuidas
estaban relacionadas con la mitocondria, implicando fundamentalmente a la organizacion de la
membrana (Tabla S6). La disminucién de H4 en pacientes de mayor edad se validé independientemente
mediante WB (Figura 18). Entre las proteinas mitocondriales disminuidas destacaron el transportador
mitocondrial de tricarboxilato (SLC25A1) o TOMZ22 (Tabla 7), localizados en las membranas
mitocondriales interna y externa, respectivamente. TOM22 se analizd en un conjunto independiente de
muestras de VAT mediante WB (Figura 18) e IHC (Figura 19), mostrando diferencias significativas entre
pacientes de mayor y menor edad. En conjunto, nuestros resultados de protedmica cuantitativa indicaron
que con la progresion de la edad existen alteraciones de los procesos de traduccidn y transcripcion junto
con alteraciones de la ECM y la mitocondria en el VAT, en consonancia a estudios previos (Khan et al,
2009; Lopez-Otin et al, 2013).



resultados y discusidn.

TOM22 - TOM22 i
e /~ -
T {<,-’\ & ‘ a
X £\
a - e 33 .
. { vk“ N\ . 3
- f ' %
. ) o \ -
- g A Y y - P ﬂ
- L -o-'f'!f PSR o A
o 2:‘:”»\ _' iﬁ‘ ? :\ 4
\ N N g
& :i é%f -y
Y - | 2
S — >
Obesa no diabética mayor de 45 afios Obesa no diabética menor de 35 afios

Figura 19 | Validacién de la proteina TOM22 como DAP en el estudio diferencial de edad mediante IHC.
Inmunodeteccion de TOM22 en muestras de VAT procedente de pacientes no diabéticos mayores de 45 afios (n=4)
y menores de 35 afios (n=4). Iméagenes representativas donde se muestra la tincion de TOM22 (en marrén)
principalmente alrededor de los nucleos donde se localizan las mitocondrias (flechas). Aumento 200X bajo el

microscopio Nikon Eclipse 90i. a, adipocito. Escala, 50 ym. Figura adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

1.1.3. Proteinas alteradas en el estudio de DM2

Las categorias que fueron significativamente mas abundantes en pacientes diabéticas frente a
no diabéticas envolvian funciones relacionadas principalmente con unién a calcio, respuesta inmune e
inflamacion (Tabla S7), incluyendo a las proteinas S100 de union a calcio A8 y A9 (S100A8 y S100A9) y
la trombospondina (THBS1), entre otras (Tabla 8). En presencia de Zn# y Ca?*, la S100A8 y la S100A9
se asocian en un heterodimero conocido como calprotectina, un marcador de obesidad (Mortensen et al,
2009). El complejo S100A8/A9 se expresa a altos niveles en células mieloides como monocitos o
neutréfilos (Zwadlo et al, 1988) y se considera un importante mediador de la inflamacion crénica (Roth et
al, 2003). De hecho, su expresion se ha correlacionado directamente con el contenido de macréfagos en
tejido adiposo (Catalan et al, 2011), por lo que no es de extrafiar que una mayor inflamacién en pacientes
diabéticas aparezca representada por proteinas como estas.

Por otro lado, las categorias disminuidas en pacientes diabéticas estaban relacionadas con la
estructura y funcion mitocondrial, destacando la generacion de metabolitos precursores y energia, la
sintesis de ATP o el metabolismo del piruvato (Tabla S8). Estas categorias incluian DAPs como la citrato
sintasa (CS), la subunidad a de la isocitrato deshidrogenasa (IDH3A) o diversas subunidades de la ATP
sintasa (Tabla 8). El aumento de la proteina S100A9 y la disminucién de CS en obesas diabéticas
respecto a no diabéticas se validé en un conjunto adicional de muestras (Figura 20), confirmando otros
estudios (Kelley et al, 2002; Ortega et al, 2013).
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Tabla 8 | Andlisis de enriquecimiento funcional de las DAPs que se encontraron exclusivamente en la
comparacion de DM2. Se muestran algunas categorias representativas con sus proteinas correspondientes,
indicandose el cédigo de acceso de UniProt asi como el nombre de la proteina y su simbolo. El valor Zq asociado a
cada una de las DAPs aparece en una escala de color amarillo-morado indicando mayor o menor abundancia en
DM2, respectivamente. Las categorias funcionales se obtuvieron con el software DAVID (Huang da et al, 2009b).
Las Tablas S7 y S8 contienen el listado completo de categorias enriquecidas. Tabla modificada de (Gomez-Serrano
et al, 2016).

Categoria p valor UniProt Nombre de la proteina Simbolo Zq
P06702 Protein $100-A9 S100A9 = 3,61

P07996 Thrombospondin-1 THBS1 3,25

Calcium ion binding 0.00 P05109 Protein $100-A8 S100A8 3,05
(GO:0005509) ' P55083 Microfibril-associated glycoprotein 4 MFAP4 2,81
P13796 Plastin-2 LCP1 2,06

P06703 Protein $100-A6 S100A6 2,02

P99999 Cytochrome ¢ CYCS 2,01

075964 ATP synthase subunit g, mitochondrial ATP5L | -2,02

P50213 Isocitrate_ dehydrogenase [NAD] subunit IDH3A | 2,04
alpha, mitochondrial

075947 ATP synthase subunit d, mitochondrial ATP5H | 2,11

Q5VTUS ATP §ynthase subulnit epsilon-like ATPSEP2 | 212

Mitochondrion protein, mitochondrial

(G0:0005739) 0,00 075390 l(\ZAitrterl]t? syr|1thatse, mitgc{;or;}dﬂal CS 2,27
ethylmalonate-semialdehyde

Q02252 dehy?jlrogenase [acylating],ymitochondrial ALDHEA! peeel

P05091 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial ALDH2 | -2,29

Mitochondrial amidoxime-reducing

Q5VT66 MARC1 | 2,43
component 1
P38117 Electron transfer flavoprotein subunit ETFB 244
eta
*ﬁ
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Figura 20 | Validacion de DAPs mediante WB en el estudio diferencial de DM2 del VAT. Iméagenes
representativas de marcadores seleccionados que fueron analizados mediante WB en un conjunto independiente de
muestras de VAT procedente de pacientes diabéticas (n=8) y pacientes no diabéticas (n=8). Los resultados se
normalizaron con los datos obtenidos para la B-Actina. Los graficos de barras muestran los valores de intensidad
relativa como medias + DE obtenidos después de la densitometria de las bandas. La significacion estadistica se
establecid en p < 0,05. kDa, peso molecular de las distintas bandas; *, p < 0,05. Figura adaptada de (Gomez-
Serrano et al, 2016).
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Las alteraciones en la sefializacion del calcio se han relacionado con el desarrollo de IR
implicando defectos a nivel de mitocondria y RE (Fu et al, 2011; Tubbs et al, 2014). Por su parte, la CS se
considera un marcador de integridad y funcionalidad mitocondrial (Burkart et al, 2016). Asi pues, la
disminucién de marcadores como CS o S100A8/A9 en el VAT de pacientes diabéticas estaria

estrechamente relacionada con defectos a nivel de mitocondria y RE.

1.1.4. Proteinas alteradas en el estudio de género

El analisis de las categorias funcionales englobadas por el conjunto de DAPs en hombres y
mujeres resaltd que la remodelacién del tejido adiposo y su respuesta antioxidante formaban parte del
dimorfismo sexual en obesidad. En contraposicidén a los hombres, las mujeres presentaron una sobre-
representacién de proteinas involucradas en la matriz extracelular y la respuesta inmune (Tabla $9). Por
su parte, los hombres presentaron un incremento de proteinas relacionadas con la oxido-reduccion y la
actividad glutation-transferasa (Tabla $10), que incluian proteinas glutatién S-transferasas (GST) y
superdxido dismutasas (SOD). Notablemente, ambos géneros mostraron un conjunto propio de proteinas
oxido-reductasas aumentado, lo que sugeria un fenotipo distintivo para cada sexo en relacién a la
respuesta antioxidante. Asi, mientras que SOD1 y SOD3 eran mas abundantes en los hombres, otras
proteinas como las glutatién peroxidasas (GPX) 1 y 3 estaban incrementadas en mujeres (Tabla 9).
Estudios previos indicaron que las ratas hembras tienen una respuesta antioxidante mas efectiva en
comparacién con los machos debido a un aumento exclusivo de la actividad GPX (Guevara et al, 2011),
apoyando nuestros resultados. Para validar estos datos, se analiz6 la expresion diferencial de algunas
oxido-reductasas en el VAT de mujeres y hombres mediante WB (Figura 21). De esta manera, nuestro
estudio mostré por primera vez un patron de proteinas antioxidantes especifico de género en pacientes
con DM2 (Gomez-Serrano et al, 2016).

Las SOD se encuentran en la primera linea de defensa contra ROS, actuando especificamente
sobre los radicales de anién superoxido (Oberley, 2005). SOD1 es la proteina mas estudiada y se localiza
principalmente en el citoplasma; SOD3, sin embargo, esta asociada al componente extracelular (Zelko et
al, 2002). Las GPX constituyen una familia de selenoproteinas encargadas de catalizar la degradacion del
peréxido de hidrégeno (H20-) utilizando el glutatién (GSH) como agente reductor (Ursini et al, 1995).
GPX1 se encuentra fundamentalmente en el citosol y la mitocondria, mientras que GPX3 lo hace en el
plasma sanguineo (Brigelius-Flohe & Maiorino, 2013). Estas diferencias entre isoformas nos llevan a
proponer que, de acuerdo a nuestros datos protedmicos, tanto hombres como mujeres tienen una
respuesta antioxidante distinta en cada compartimento celular.

Recientemente se ha sefialado la importancia de la regulacion redox sobre distintos factores
transcripcionales que controlan el proceso de adipogénesis (Wang & Hai, 2015). De acuerdo a estas
hipotesis, nuestros datos nos hicieron sopesar si esta regulacion podria ser diferente entre hombres y
mujeres, afectando directamente a proteinas implicadas en la remodelacién del tejido adiposo. Una de las

posibles candidatas que encontramos fue la sintasa de &cidos grasos (FASN) (Tabla 9), implicada en la
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sintesis de novo de los &cidos grasos (Semenkovich, 1997). El incremento de esta enzima en mujeres
respecto a hombres diabéticos fue confirmado mediante WB (Figura 21), lo cual evidencia diferencias

moleculares en la plasticidad del VAT incluso después de que haya aparecido la DM2.

Tabla 9 | Andlisis de enriquecimiento funcional de las DAPs que se encontraron exclusivamente en la
comparacién de género. Se muestran algunas categorias representativas con sus proteinas correspondientes,
indicandose el cédigo de acceso de UniProt asi como el nombre de la proteina y su simbolo. El valor Zq asociado a
cada una de las DAPs aparece en una escala de color amarillo-morado indicando mayor abundancia en mujeres u
hombres, respectivamente. Las categorias funcionales se obtuvieron con el software DAVID (Huang da et al,
2009b). Las Tablas S9 y S10 contienen el listado completo de categorias enriquecidas. Tabla modificada de

(Gomez-Serrano et al, 2016).

Categoria pvalor  UniProt Nombre de la proteina Simbolo Zq
P02763  Alpha-1-acid glycoprotein 1 ORM1 544
Inflammatory P04003  C4b-binding protein alpha chain C4BPA 3,67
response 0,00 P05155  Plasma protease C1 inhibitor SERPING1 = 3,15
(GO:0006954) P10909  Clusterin CLU 2,73
P02751  Fibronectin FN1 2,42
P49327  Fatty acid synthase FASN 5,59
Q53TN4  Cytochrome b reductase 1 CYBRD1 4,35
Oxidation reduction P00450  Ceruloplasmin CP 4,21
(GO:0055114) 0,01 P07203  Glutathione peroxidase 1 GPX1 2,94
075891 ((j)ytosollc 10-formyltetrahydrofolate ALDH1L1 269
ehydrogenase
P22352  Glutathione peroxidase 3 GPX3 2,03
P40939 Tr.ifunctionql enzyme subunit alpha, HADHA 203
mitochondrial
Q13162  Peroxiredoxin-4 PRDX4 | 2278
P00441  Superoxide dismutase [Cu-Zn] sob1 | =281 |
Oxidation reduction o P00352  Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 [5S8,080
(GO:0055114) ’ P07195  L-lactate dehydrogenase B chain LDHB 53,09
P21397  Amine oxidase [flavin-containing] A MAOA |36
P08294 Eﬁracellular superoxide dismutase [Cu- S0D3 -
Q92781 11-cis retinol dehydrogenase RDH5 -
. P09211  Glutathione S-transferase P GSTP1 -2,35
trangggggcgﬁivity 0.00 P28161 Glutath?one S-transferase Mu 2 GSTM2 -
(GO:0004364) P30711 Glutath!one S-transferase theta-1 GSTT1 -
P09488  Glutathione S-transferase Mu 1 GSTM1 -

La maquinaria antioxidante predominante en cada género difiere en su ROS diana y en su
regulacion (tal como se describié anteriormente para las SOD y las GPX). Ademas, la actividad
enzimatica de proteinas como FASN puede regularse mediante modificaciones oxidativas (Choi et al,
2016). Por ello, creemos que el estudio exhaustivo de la regulacion redox en el tejido adiposo de hombres

y mujeres ayudara al disefio de dianas terapéuticas para la DM2 mejor adaptadas a cada sexo.
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Figura 21 | Validacion de DAPs mediante WB en el estudio diferencial de género del VAT. Imégenes
representativas de marcadores seleccionados que fueron analizados mediante WB en un conjunto independiente de
muestras de VAT procedente de obesas diabéticas (n=8) y obesos diabéticos (n=8). Los resultados se normalizaron
con los datos obtenidos para la f-Actina. Los graficos de barras muestran los valores de intensidad relativa como
medias + DE obtenidos después de la densitometria de las bandas. La significacién estadistica se establecio en p <
0,05. kDa, peso molecular de las distintas bandas; *, p < 0,05; #, p < 0,01. Figura adaptada de (Gomez-Serrano et
al, 2016).

1.2. Blisqueda de cambios proteicos coordinados mediante la aplicacion de herramientas de

Biologia de Sistemas

La mayoria de los estudios protedmicos descritos hasta la fecha se han centrado en el estudio de
proteinas individuales, lo que tiene dos inconvenientes fundamentales: i) los resultados dependen
arbitrariamente del umbral establecido por el investigador para determinar aquellos cambios
estadisticamente significativos; y ii) gran parte de la informacién cuantitativa queda enmascarada. Para
paliar estos defectos, en la presente Tesis Doctoral se aplicd el modelo estadistico SBT (Garcia-Marques
et al, 2016), el cual es especialmente adecuado para realizar analisis de conjuntos de datos protedmicos
completos. Segun el modelo SBT, un conjunto de proteinas pertenecientes a una categoria funcional se
considera “regulado coordinadamente” cuando los cambios sufridos por sus componentes (las proteinas)
no siguen una distribucién normal y se muestran significativamente incrementados o disminuidos, bajo
una FDR determinada. En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se consideraron reguladas
significativamente aquellas categorias con al menos 5 proteinas y una FDR < 0,05. Debido al disefio
jerarquico de las anotaciones en las categorias funcionales, por ejemplo, las categorias GO parentales e
hijas (Ashburner et al, 2000), los cambios coordinados que se detectan suelen estar compuestos por las
mismas proteinas. Por esta razén, se necesita realizar paralelamente un analisis de agrupamiento o
clustering de esas categorias funcionales basado en la frecuencia de proteinas compartidas. Una vez
realizado ese agrupamiento, el grado de coordinacion se puede ilustrar mediante una curva sigmoidea en
la que se representa la frecuencia acumulada de los cambios Zq para cada una de las proteinas que
integra una categoria. En nuestro estudio, se eligieron las categorias funcionales menos redundantes

como las mas representativas de cada cluster. El desplazamiento de la curva respecto a la distribucion
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sigmoidea de la tedrica normal (correspondiente a una gaussiana) muestra la regulacion positiva o
negativa en una condicion respecto a la otra (en nuestro caso, en un grupo de pacientes respecto a otro),
sin que necesariamente todos los componentes de esa respuesta sean DAPs. De esta manera, la
aplicacién combinada de los modelos WSPP y SBT en nuestro estudio nos han permitido evaluar los
cambios drasticos del proteoma (representados por las DAPs) junto con los cambios dindmicos

(representados por los cambios proteicos coordinados).

1.2.1. Cambios dinamicos del VAT con el envejecimiento

En el estudio diferencial de edad, se encontraron 62 categorias funcionales alteradas que se

agrupaban en un total de 8 clusters (Figura 22, Tabla 10).

A

-Eme —
;l": | Custer 5
= | Cluster
L - Traduccion

Cluster 7
Mitocondria

Grado de coincidencia
Cluster 8

Organizacion cromosémica

Bl Categorias DISMINUYEN
0 05 1

Teodrica

Experimental

Matriz extracelular (Cluster 1)
--------- Traduccion (Cluster 5)

— — —Mitocondria (Cluster 7)

Frecuencia acumulada de los cambios (p, rango/N)

—Organizacidn cromosomica (Cluster 8)

Figura 22 | Cambios proteicos coordinados en el VAT de pacientes obesos con la edad. (A) Agrupamiento de
las categorias funcionales alteradas en funcion del grado de coincidencia de proteinas. Filas y columnas siguen el
mismo orden al mostrado en la Tabla 10. La escala de color amarillo-morado se utilizd para representar aquellas
categorias que aumentan y disminuyen con la edad, respectivamente. (B) Representacion del grado de coordinacion
de los cambios proteicos. El grafico muestra la frecuencia acumulada de los cambios (valor Zq) para para las
categorias y clusters mas representativos (ver Tabla S$11). Se muestra también la distribucién de una curva tedrica
normal (en negro) asi como la distribucién de los datos experimentales (linea gris) obtenidos para todo el conjunto
de proteinas cuantificadas en el estudio diferencial de edad (n=2 371). El desplazamiento respecto a la curva tedrica
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hacia arriba o hacia abajo indica un aumento o disminucién global de las proteinas que pertenecen a la
categoria/cluster funcional en mujeres obesas mayores de 45 afios vs. menores de 35 afios, respectivamente.

Figura modificada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

La Biologia de Sistemas reveld que uno de los conjuntos mas grandes incluia categorias
relacionadas con proteinas de la ECM (Cluster 1), en el que la mayoria de los componentes estaban
incrementados en obesas mayores respecto a obesas mas jovenes. Este resultado concuerda con el
hecho de que el tejido adiposo es un drgano plastico sometido a una amplia remodelaciéon mediante la
regulacién de componentes de la ECM (Sun et al, 2011). Varios trabajos han indicado que el depdsito
inadecuado de la ECM asi como su mayor rigidez dificultan la expansion del tejido adiposo,
especialmente en procesos como el envejecimiento y la obesidad (Pessin & Kwon, 2012; Sun et al, 2013).
Nuestros resultados estan en linea con estas observaciones y ademas realzan que la acumulacién de
proteinas de la ECM en el VAT con el paso del tiempo no solo ocurre con ciertas proteinas individuales
(como se describio anteriormente para las DAPs; Tabla 7, Tabla S5), sino que existe un aumento global
de todas ellas.

La sintesis de hormonas esteroideas y la via de sefalizacion PPAR fueron ofras de las
categorias significativamente incrementadas en mujeres mayores (Tabla 10, Tabla $11). Publicaciones
previas han sefialado que el tejido adiposo podria convertirse en una fuente extra-gonadal de esteroides
con el paso del tiempo (Simpson, 2003), lo que explicaria el aumento de enzimas relacionadas con el
metabolismo de estas moléculas en las pacientes de mayor edad. Ademas, se ha sugerido que el
metabolismo de esteroides puede tener efectos importantes en la adiposidad (Belanger et al, 2002). Es
importante recordar que PPARYy es uno de los mediadores clave de la adipogénesis (Tang & Lane, 2012),
por lo que encontrar la via de sefializacion PPAR significativamente alterada junto con la sintesis de
hormonas esteroideas nos llevé a plantearnos si nuestros datos podrian estar reflejando modificaciones
morfologicas en el tejido adiposo de individuos obesos con el envejecimiento. Por ello, evaluamos el
tamafio del diametro de los adipocitos en biopsias de VAT procedente de pacientes no diabéticos de
mayor (n=3, media 51 afios) y menor edad (n=3, media 31 afios) (Figura 23A). Los resultados mostraron
que los adipocitos de las obesas mayores tenian un area total y didametro significativamente mayor
respecto a los de las pacientes mas jovenes (Figura 23B); sin embargo, no existian diferencias
significativas entre las poblaciones de adipocitos de distinto tamafio (Figura 23C). Estos datos nos llevan
a concluir que el aumento de las proteinas relacionadas con las hormonas esteroideas y la via de
sefalizacién PPAR se asocian con una mayor hipertrofia de los adipocitos con el envejecimiento.

Otros clusters importantes incluian proteinas disminuidas relacionadas con la traduccion (Cluster
5), la mitocondria (Cluster 7) y la organizacion cromosémica (Cluster 8) (Tabla 10). Estos resultados eran
similares a los encontrados en los analisis de enriquecimiento de DAPs descritos anteriormente (Tabla 7,
Tabla S6), lo que recalca que los cambios dinamicos detectados en las alteraciones coordinadas también

se acompafian a veces de cambios drasticos en proteinas singulares.
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Tabla 10 | Cambios proteicos coordinados en el VAT en funcion de la edad. Categorias funcionales

diferencialmente moduladas con FDR < 0,05 y n > 5. Zc es el ratio logaritmico estandarizado para cada categoria y

FDRc su tasa de error asociada. Se ha afiadido una escala de color amarillo-morado para representar el incremento

o disminucion de la respuesta con la edad, respectivamente. N representa el nimero de proteinas que pertenecen a

cada categoria. Para cada cluster, se eligieron como representativas las categorias menos redundantes. En gris se

indican aquellas representadas en la Figura 22B. El listado completo de las proteinas se encuentra en la Tabla $11.

Tabla modificada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Cddigo

Numero cluster categoria Nombre categoria Zc FDRc N
P00034 Integrin signalling pathway 330 0,03 69
hsa04512 ECM-receptor interaction 463 000 30
(G0:0044420 extracellular matrix part 583 0,00 32
(G0:0043256  laminin complex 419 0,00 5
(G0:0043062 extracellular structure organization 391 0,01 33
G0:0034329  cell junction assembly 310 0,05 12
1 (G0:0031012  extracellular matrix 691 000 68
G0:0030198  extracellular matrix organization 390 0,01 28
G0:0022610 biological adhesion 3,74 001 116
G0:0007155  cell adhesion 3,71 001 115
G0:0005605 basal lamina 417 0,00 6
(G0:0005604 basement membrane 512 0,00 21
G0:0005581 collagen 459 0,00 14
G0:0005578  proteinaceous extracellular matrix 7,20 0,00 61
2 hsa03320 PPAR signaling pathway 348 0,02 24
3 G0:0045104 intermediate filament cytoskeleton organization 3,28 0,03 7
G0:0045103 intermediate filament-based process 458 0,00 8
4 hsa00140  Steroid hormone biosynthesis 446 0,00 5
hsa03010 Ribosome 0,00 74
GO:0044445  cytosolic part BN 000 93
GO:0042274  ribosomal small subunit biogenesis BN 001 9
G0:0042254  ribosome biogenesis e 001 25
G0:0033279  ribosomal subunit B o000 73
50:0030530 Egﬁ‘r)cl)gfneous nuclear ribonucleoprotein - 003 11
G0:0030529 ribonucleoprotein complex - 0,00 155
5 G0:0022627  cytosolic small ribosomal subunit - 0,00 35
G0:0022626  cytosolic ribosome BN 000 69
G0:0022625 cytosolic large ribosomal subunit - 0,00 32
(G0:0022613  ribonucleoprotein complex biogenesis 0,02 33
G0:0015935  small ribosomal subunit 000 36
GO0:0015934  large ribosomal subunit 0,00 38
GO0:0006414  translational elongation 000 &1
GO0:0006412 translation 0,00 136
G0:0005840 ribosome 0,00 90
6 G0:0006350 transcription 0,04 93
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hsa00190  Oxidative phosphorylation 0,04 64
GO0:0070469 respiratory chain 0,01 40
G0:0045333  cellular respiration 0,03 57
G0:0044455  mitochondrial membrane part 0,05 61
G0:0042773  ATP synthesis coupled electron transport 0,02 32
G0:0031966  mitochondrial membrane 0,05 153

7 G0:0022904 respiratory electron transport chain 0,02 37
G0:0022900 electron transport chain 0,02 58
(G0:0019866 organelle inner membrane 0,02 137
G0:0006119  oxidative phosphorylation 0,04 47
G0:0005747  mitochondrial respiratory chain complex | 0,05 24
G0:0005746  mitochondrial respiratory chain 0,01 34
G0:0005743  mitochondrial inner membrane 0,02 130
G0:0005740  mitochondrial envelope 0,03 158
G0:0051101  regulation of DNA binding 0,03 20
G0:0051276  chromosome organization 0,00 57
(G0:0044427  chromosomal part 0,00 49
G0:0034728 nucleosome organization 0,00 22
(G0:0032993  protein-DNA complex 000 21
(G0:0006334  nucleosome assembly 000 21

8 G0:0006333  chromatin assembly or disassembly 0,00 24
G0:0006325  chromatin organization BRSSO 000 44
G0:0006323 DNA packaging B 000 25
G0:0005694  chromosome BSEEN 000 58
G0:0000786  nucleosome BN 000 16
G0:0000785  chromatin BASN 0,00
G0:0006310  DNA recombination - 0,02

Los analisis de Biologia de Sistemas pusieron de manifiesto la disminucién de proteinas
relacionadas con la sintesis proteica, el remodelado cromosémico, el procesamiento del mRNA, y la unién
a ribosomas y nucleosomas en obesas no diabéticas de mayor edad (Tabla 10). Los cambios en la
arquitectura cromosoémica, tales como la pérdida global de heterocromatina y su redistribucion se
consideran caracteristicas tipicas del proceso de envejecimiento (Larson et al, 2012; Pegoraro et al,
2009), lo que apoya nuestros resultados. Asimismo, un analisis de transcriptomica realizado en leucocitos
de sangre periférica demostr6 la disminucién de proteinas implicadas en la transcripcién y traduccién
génicas con la edad (Harries et al, 2011). Cabe destacar que nuestro estudio, basado en un analisis
proteémico de tejido adiposo humano, haya encontrado los mismos procesos disminuidos en relacion al
envejecimiento.

Por otro lado, la disminucion de proteinas relacionadas con el transporte y la organizacion de la
membrana mitocondrial en mujeres de mayor edad también se indicaron en los analisis de DAPs (Tabla
7, Tabla S6). Estos datos subrayan la importancia del envejecimiento en la disfuncion mitocondrial del

VAT ya que las alteraciones del trafico molecular impactan directamente en la comunicacion intra- e inter-
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organulo, y por lo tanto, en la comunicacion endocrina intra- e inter-celular (Nelson et al, 2012; Russell &
Kahn, 2007).
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Figura 23 | Evaluacion de la celularidad del VAT en funcién de la edad. Las secciones de VAT tefiidas con
hematoxilina-eosina se analizaron en pacientes obesas no diabéticas mayores de 45 afios (n=3, media 51 afios) y
menores de 35 afios (n=3, media 31 afios) mediante el software Adiposoft (Galarraga et al, 2012). La medida
automatizada del tamafio de adipocitos se acoto entre los 40 y 175 um de diametro. (A) Imagenes representativas a
un aumento de 100X. Escala, 100 pm. (B) Distribucion de los datos para el didametro medio (um) y el area media
(Mm?2) de un experimento representativo en obesas mayores de 45 afios (serie negra, n=1 044) y menores de 35
afios (serie gris, n=1508). (C) Frecuencias de adipocitos (%) en funcién a distintos rangos de diametro. Las barras
representan la media del porcentaje relativo para cada rango + DE en obesas mayores de 45 afios (barras negras) y

menores de 35 afios (barras grises) obtenidas a partir de dos experimentos independientes. La significacidn
estadistica se establecié en p < 0,05.
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Ademas, el analisis de cambios proteicos coordinados reveld que el remodelamiento mitocondrial
se acompafiaba también de una disminuciéon general de proteinas relacionadas con el metabolismo
energético, sefialando la alteracion particular de la ETC y sus complejos mitocondriales (Tabla 10, Tabla
S$11). Asi pues, nuestro estudio enfatizé que la eficacia de la cadena respiratoria tiende a disminuir en el
VAT con el paso del tiempo, lo que incrementaria la pérdida de electrones y disminuiria la generacion de
ATP (Green et al, 2011).

1.2.2. Cambios dinamicos del VAT en funcién de la DM2

Los andlisis de Biologia de Sistemas en el estudio diferencial de DM2 desvelaron que 64

categorias funcionales estaban significativamente reguladas (Figura 24, Tabla 11).
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Figura 24 | Cambios proteicos coordinados en el VAT de pacientes obesos en relacion a la DM2. (A)
Agrupamiento de las categorias funcionales alteradas en funcion del grado de coincidencia de proteinas. Filas y
columnas siguen el mismo orden al mostrado en la Tabla 11. La escala de color amarillo-morado se utilizé para
representar aquellas categorias que aumentan y disminuyen con la DM2, respectivamente. (B) Representacion del
grado de coordinacion de los cambios proteicos. El grafico muestra la frecuencia acumulada de los cambios (valor
Zq) para las categorias y clusters mas representativos (ver Tabla $12). Se muestra también la distribucién de una

curva tedrica normal (en negro) asi como la distribucién de los datos experimentales (linea gris) obtenidos para todo
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el conjunto de proteinas cuantificadas en el estudio diferencial de DM2 (n=2 371). El desplazamiento respecto a la
curva teorica hacia arriba o hacia abajo indica un aumento o disminucién global de las proteinas que pertenecen ala
categoria/cluster funcional en mujeres obesas diabéticas vs. no diabéticas, respectivamente. Figura modificada de
(Gomez-Serrano et al, 2016).

El conjunto de proteinas relacionadas con la respuesta inmune (Cluster 1) se encontraba
aumentado en mujeres diabéticas respecto a no diabéticas junto con otros dos grandes grupos de
categorias relacionadas con la mitocondria (Cluster 2) y la matriz extracelular (Cluster 3), que estaban
disminuidos (Figura 24A). Cabe destacar que el conjunto de proteinas mitocondriales (Cluster 2)
comprendia no solo categorias relacionadas con el metabolismo energético como la oxidacion
fosforilativa, sino también otras funciones metabodlicas mitocondriales como el ciclo de los acidos
tricarboxilicos o la degradacion de valina, leucina e isoleucina (Tabla 11), en consonancia con los
resultados de analisis de enriquecimiento de DAPs (Tabla 8, Tabla $8). El ciclo de Krebs o ciclo del TCA
es una de las rutas metabdlicas clave ya que conecta el metabolismo de los carbohidratos con el de los
acidos grasos y aminoacidos (Akram, 2014). Todos sus integrantes se encuentran en la matriz
mitocondrial, lo que subraya el papel central de la mitocondria en la homeostasis del organismo. La
valina, leucina e isoleucina son aminoacidos de cadena ramificada, conocidos también como BCAAs, y
parte de su catabolismo tiene lugar en la mitocondria (Brosnan & Brosnan, 2006). Nuestros resultados
estan en linea con ofras investigaciones en las que se ha documentado la alteracion del metabolismo de
BCAAs en el tejido adiposo con la obesidad (Pietilainen et al, 2008) asi como con defectos en la
sefalizacién de insulina, especialmente en pacientes con DM2 (revisado en (Adeva et al, 2012)).

Es importante recordar que la obesidad se considera una enfermedad inflamatoria crénica de
bajo grado (Dandona et al, 2004) y diversos estudios han sugerido que la inflamacion del tejido adiposo
contribuye al aumento de marcadores pro-inflamatorios en la circulacion (Fontana et al, 2007; Maachi et
al, 2004) propiciando el desarrollo de comorbilidades como la DM2 (Donath & Shoelson, 2011). Nuestros
resultados mostraron un incremento global de proteinas relacionadas con la respuesta inmune en el VAT
de pacientes diabéticas respecto a no diabéticas (Cluster 1) (Figura 24, Tabla 11), en consonancia a
estas observaciones. Es probable que estos cambios en el proteoma reflejen una mayor respuesta
inflamatoria en el tejido adiposo, lo que podria estar ligado a una mayor infiltracion de macréfagos
(Lasselin et al, 2014; Weisberg et al, 2003). Por otro lado, la inflamacién crénica del tejido adiposo se ha
relacionado a su vez con el aumento de la adiposidad (Park et al, 2005). Nuestros datos pusieron de
manifiesto que ademas de un aumento de la respuesta inmune (Cluster 1), los pacientes diabéticos
presentaron también una disminucién de la via de sefializacion PPAR (Cluster 4) y de la homeostasis
lipidica (Cluster 5) (Tabla 11). Como se ha descrito en apartados anteriores, estas funciones representan
procesos esenciales del tejido adiposo con especial relevancia en el contexto de obesidad, lo que nos
llevo a plantearnos si el patron de cambios proteicos coordinados en DM2 se relacionaba a su vez con
alteraciones en la plasticidad del tejido adiposo. Para comprobar estos defectos, se evaluo la celularidad

de secciones histologicas de VAT en pacientes diabéticos y no diabéticos (Figura 25).
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Tabla 11 | Cambios proteicos coordinados del VAT en relacion a la DM2. Categorias funcionales

diferencialmente moduladas con FDR < 0,05 y n > 5. Zc es el ratio logaritmico estandarizado para cada categoria y

FDRc su tasa de error asociada. Se ha afiadido una escala de color amarillo-morado para representar el incremento

o disminucién de la respuesta en pacientes diabéticos, respectivamente. N representa el nimero de proteinas que

pertenecen a cada categoria. Para cada cluster, se eligieron como representativas las categorias menos

redundantes. En gris se indican aquellas representadas en la Figura 24B. El listado completo de las proteinas se

encuentra en la Tabla $12. Tabla modificada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Cddigo

Numero cluster categoria Nombre categoria Zc FDRc N
(G0:0002250 adaptive immune response 321 0,04 10
G0:0002252  immune effector process 441 000 21
(G0:0002253  activation of immune response 317 0,04 12
(G0:0002263  cell activation during immune response 3,57 0,01 7
(G0:0002443  leukocyte mediated immunity 384 0,01 15
(G0:0002449  lymphocyte mediated immunity 376 001 13
comnpiss [una e e ety g oot
(G0:0002684  positive regulation of immune system process 393 0,01 25
G0:0006952 defense response 432 000 76

1 G0:0006954  inflammatory response 325 0,03 43
G0:0006955 immune response 38 0,01 82
G0:0009611  response to wounding 331 0,03 84
(G0:0016485  protein processing 421 000 15
G0:0042742 defense response to bacterium 3,74 0,01 8
(G0:0045087 innate immune response 495 000 18
G0:0050778  positive regulation of immune response 345 0,02 16
G0:0009581  detection of external stimulus 3,45 0,02 6
G0:0051605 protein maturation by peptide bond cleavage 486 000 10
G0:0051606 detection of stimulus 441 0,00 9

- Energy production and conversion 0,00 15
GO:0005740  mitochondrial envelope DO 001 158
GO:0005743  mitochondrial inner membrane B8 001 130
G0:0005759  mitochondrial matrix DOl 000 86
(G0:0006084 acetyl-CoA metabolic process - 0,00 21
G0:0006119  oxidative phosphorylation - 0,04 47
(G0:0006631 fatty acid metabolic process - 0,00 59

2 GO:0009060  aerobic respiration DEs 003 4
GO:0015908  fatty acid transport s 002 s
G0:0019866 organelle inner membrane - 0,02 137
(G0:0022900 electron transport chain 0,05 58
G0:0031966 mitochondrial membrane - 0,01 153
G0:0043648 dicarboxylic acid metabolic process 004 16
(G0:0044429 mitochondrial part 0,00 214

hsa00020 Citrate cycle (TCA cycle) 0,02 25

109




resultados y discusién.

hsa00062
hsa00071
hsa00190
hsa00280
hsa00310
hsa00380
hsa00620
hsa00640
hsa00650

Fatty acid elongation in mitochondria
Fatty acid metabolism

Oxidative phosphorylation

Valine, leucine and isoleucine degradation
Lysine degradation

Tryptophan metabolism

Pyruvate metabolism

Propanoate metabolism

Butanoate metabolism

G0:0005578
G0:0005581
G0:0005583
G0:0005604
G0:0005605

G0:0007179

G0:0010810
G0:0010811
3 G0:0030198
G0:0030199
G0:0031012
G0:0043062
G0:0043256
G0:0043588
G0:0044236
G0:0044420
G0:0045785

hsa04512

proteinaceous extracellular matrix
collagen

fibrillar collagen

basement membrane

basal lamina

transforming growth factor beta receptor
signaling pathway
regulation of cell-substrate adhesion

positive regulation of cell-substrate adhesion

extracellular matrix organization

collagen fibril organization

extracellular matrix

extracellular structure organization

laminin complex

skin development

multicellular organismal metabolic process
extracellular matrix part

positive regulation of cell adhesion
ECM-receptor interaction

hsa03320
hsa04920

4

PPAR signaling pathway
Adipocytokine signaling pathway

5 Lipid metabolism

Lipid metabolism

001

0,00
0,01
0,01
0,01
0,04
0,03
0,01
0,00
0,04
0,04
0,00
0,01
0,01

0,04

0,00
0,03
0,00
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00
0,01
0,04
0,00

0,00

11
27

Nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en el area o el diametro medio de los

adipocitos (Figura 25A), ni tampoco entre las poblaciones de distinto tamafio (Figura 25B). Desde hace

décadas, la hipertrofia de los adipocitos se ha relacionado con la pérdida de sensibilidad a insulina en

pacientes tanto delgados como obesos (Hoffstedt et al, 2010; Salans et al, 1968; Skurk et al, 2007; Stern

et al, 1972). Por ello, cabria esperar que los adipocitos de obesas no diabéticas hubieran sido mas

pequefios que los de las pacientes con DM2. Un trabajo del grupo de Karine Clément, demostré que el

volumen de adipocitos se relaciona directamente con el riesgo de desarrollo de DM2 asi como con el

éxito de recuperacion de estos pacientes tras someterse a cirugia bariatrica (Cotillard et al, 2014). Dado

que las pacientes diabéticas y no diabéticas analizadas en este trabajo se encontraban en el rango de

edad superior (mayor a 45 afios), es probable que nuestras pacientes no diabéticas tuvieran ya un alto

riesgo de desarrollo de DM2 (pese a no haber manifestado aun la enfermedad), lo que explicaria que no

fuera posible encontrar diferencias en el tamafio de los adipocitos.
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Figura 25 | Evaluacién de la celularidad del VAT en relacion a la DM2. Las secciones de VAT tefiidas con
hematoxilina-eosina se analizaron en pacientes obesas diabéticas (n=3, media 50 afios) y no diabéticas (n=3, media
51 afios) mediante el software Adiposoft (Galarraga et al, 2012). La medida automatizada del tamafio de adipocitos
se acoto entre los 40 y 175 um de diametro. (A) Distribucién de los datos para el diametro medio (um) y el area
media (um2) en obesas diabéticas (serie negra, n=1 181) y no diabéticas (serie gris, n=1 044) de un experimento
representativo. (B) Frecuencias de adipocitos (%) en funcién a distintos rangos de didmetro. Las barras representan
la media del porcentaje relativo para cada rango + DE en obesas diabéticas (barras negras) y no diabéticas (barras

grises) obtenidas a partir de dos experimentos independientes. La significacion estadistica se establecié en p < 0,05.

1.2.3. Remodelamiento mitocondrial y de la ECM en el VAT con la edad y la DM2

El analisis de los cambios dinamicos del proteoma del VAT reveld que el remodelamiento
mitocondrial y de la ECM fueron procesos cominmente alterados tanto en DM2 como en envejecimiento.
El conjunto de proteinas mitocondriales regulado en DM2 presentaba un grado de coordinacion similar al
de la comparacion de edad (como demuestran sus respectivos desplazamientos de las curvas en las
Figuras 22B y 24B). Sin embargo, el nimero de proteinas y funciones que recogia la remodelacion
mitocondrial en DM2 era superior al de la edad, tal y como puede comprobarse en los listados de
categorias para ambas comparaciones (Tablas 10 y 11, Tablas S11 y $12). Con el fin de ahondar en las
implicaciones que estos cambios coordinados pudieran tener, analizamos los listados de proteinas
contenidos por los cluster de mitocondria tanto del estudio comparativo de edad (Cluster 7) como de DM2
(Cluster 2) mediante la herramienta STRING (Szklarczyk et al, 2015). Tal y como esperabamos, el

analisis de la red de interacciones de los conjuntos de proteinas demostré que la disfuncién mitocondrial
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en DM2 poseia un repertorio de acciones mucho mas amplio que la edad (Figura

practicamente todas las funciones de la mitocondria.
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Figura 26 | Analisis de la red de interacciones de las proteinas mitocondriales del VAT disminuidas

coordinadamente en los estudios diferenciales de edad y DM2. El andlisis se llevd a cabo mediante STRING

(Szklarczyk et al, 2015). (A) Interactoma de las proteinas pertenecientes al cluster de mitocondria en la comparacion

de edad (n=158). (B) Interactoma de las proteinas pertenecientes al cluster de mitocondria en la comparacién de

DM2 (n=214). Unicamente se muestran aquellas interacciones proteina-proteina validadas experimentaimente bajo
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un umbral de confianza > 0,95. Los colores agrupan los distintos conjuntos de nodos que interaccionan. La linea
punteada remarca aquellos nodos que se encontraban exclusivamente regulados en el estudio de DM2. Figura

tomada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Hasta la fecha, nuestro estudio fue el primero que cuantificé una caida global de las proteinas
mitocondriales en asociacion al envejecimiento y la DM2 (Gomez-Serrano et al, 2016), si bien el conjunto
de proteinas que se modulaban era distinto en ambas condiciones. En la comparacion de edad las
alteraciones que detectamos eran basicamente en las proteinas mitocondriales de membrana,
destacando aquellas vinculadas al metabolismo energético de OXPHOS; mientras que en el estudio
diferencial de DM2 las alteraciones encontradas no solo incluian OXPHOS, sino ademas otras funciones
metabdlicas de la mitocondria como el ciclo de Krebs o el catabolismo de BCAAs. La mayor variedad de
proteinas y funciones disminuidas en DM2 en comparacion a la edad podria explicarse por una alteracion
de marcadores especificos en pacientes diabéticos, aunque mas probablemente podria indicar que los
cambios observados reflejen un nimero reducido de mitocondrias en estos pacientes, como describen
otros estudios (Choo et al, 2006; Kelley et al, 2002; Morino et al, 2005; Patti & Corvera, 2010). Por su
parte, los cambios asociados al envejecimiento se acotan principalmente a nivel de membrana
mitocondrial interna y externa, sefialandose en este Ultimo caso posibles defectos en la morfologia de las
mitocondrias (Chen & Chan, 2009; Daum et al, 2013; Miquel et al, 1980).

En el estudio diferencial de edad, la alteracion mitocondrial se acompafié de otros fenomenos
relacionados con el remodelamiento del tejido adiposo como son un incremento de las proteinas de la
ECM, de mediadores de PPAR o una mayor hipertrofia de los adipocitos. Estos cambios reflejarian las
primeras fases de IR previas al desarrollo de DM2, como describen otros estudios (Coletta & Mandarino,
2011). En DM2, sin embargo, el espectro de funciones mitocondriales disminuidas era mayor pero se
acompafiaba de una disminucion general de los algunos componentes extracelulares y una caida de
mediadores de PPAR. De hecho, el conjunto de proteinas de la ECM regulado en ambos procesos era
diferente (Tablas 10 y 11, Tablas $11 y $12), tal y como lo avalé también el estudio de su interactoma
(Figura 27). Ademas de modularse de forma contraria (esto es, el cluster de ECM incrementa con la edad
pero disminuye con la DM2, Figuras 22B y 24B), el conjunto de proteinas que se modula
coordinadamente es ligeramente distinto para cada comparacion: por ejemplo, la via de sefializacion de
integrinas esta incrementada en el analisis de edad pero no aparece alterada en el de DM2 (Tablas 10 y
11, Tablas S11 y $12). Nuestros resultados para DM2 se oponen a la linea general de la mayoria de
estudios donde un mayor grado de fibrosis de tejido adiposo se correlaciona positivamente con un mayor
grado de inflamacién e IR (Divoux et al, 2010; Guglielmi et al, 2015; Henegar et al, 2008). No obstante, un
trabajo reciente ha descrito una disminucién del deposito de ECM en el VAT de pacientes diabéticos
basado en andlisis de gendmica cuantitativa, IHC y citometria de flujo (Muir et al, 2016). Nuestros datos
apoyan el estudio de Muir y col. pese a que nosotros no hayamos encontrado diferencias en la hipertrofia
de los adipocitos (lo que podria ser debido a un tamafio muestral pequefio). Diversos estudios sefialan

que ademas de la acumulacién de ciertas proteinas, la composicién y disposicion de la ECM juega un

113



resultados y discusién.

papel esencial en el remodelamiento del tejido adiposo (Divoux & Clement, 2011; Mori et al, 2014). Estas
observaciones explicarian las diferencias en la composicién de proteinas de la ECM alteradas en los
estudios diferenciales de edad y DM2 (Figura 27). Sin embargo, debido al disefio transversal de este
estudio no pueden establecerse relaciones causales que ayuden a descifrar estas controversias. Por
ejemplo, desconocemos si la composicién de la ECM en pacientes diabéticos es una causa asociada al
desarrollo de la DM2 o por el contrario, una consecuencia, y se observa como respuesta del tejido
adiposo tras la aparicion de la patologia. Estudios longitudinales en diferentes poblaciones de sujetos

ayudara a descifrar estas incognitas en el futuro.
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Figura 27 | Analisis de la red de interacciones de las proteinas de la ECM alteradas coordinadamente en los
estudios diferenciales de edad y DM2 del VAT. El andlisis se llevé a cabo mediante STRING (Szklarczyk et al,
2015). (A) Interactoma de las proteinas pertenecientes al cluster de ECM en la comparacion de edad (n=116). (B)
Interactoma de las proteinas pertenecientes al cluster de ECM en la comparacion de DM2 (n=67). Unicamente se
muestran aquellas interacciones proteina-proteina validadas experimentalmente bajo un umbral de confianza > 0,95.

Los colores agrupan los distintos conjuntos de nodos que interaccionan.

1.2.4. Dimorfismo sexual del VAT en DM2

Apenas pueden encontrarse estudios protedmicos que hayan evaluado las diferencias en el VAT
de pacientes de distinto género (Montes-Nieto et al, 2013; Mukherjee et al, 2012). En esta Tesis Doctoral,
los andlisis de Biologia de Sistemas indicaron que 46 categorias funcionales agrupadas en 8 clusters
estaban reguladas de forma coordinada (Figura 28, Tabla 12). El cluster més grande comprendia
categorias relacionadas con la respuesta inmune (Cluster 2) incluyendo proteinas que tendian a estar
incrementadas mayoritariamente en mujeres respecto a hombres (Tabla S13). Es importante recordar
que el grado de coincidencia de DAPs en la comparacion de DM2 y género era notable (alrededor de un

33%, Figura 17), lo que sugeria una gran influencia del sexo sobre el fenotipo diabético. Por tanto, no es
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de sorprender que los andlisis de cambios proteicos coordinados hayan mostrado que algunas categorias

como la respuesta inmune estén alteradas en ambas comparaciones (Tablas 11y 12).

A

Cluster 8
Sintesis de hormonas esteroideas

Cluster 6
Organizacion de la cromatina

Gradao de coincidencia

Bl Categorias HOMBRES
1

0 05

Teorica

Experimental
Respuesta inmune (Cluster 2)

—— Organizacién de la cromatina (Cluster 6)

Frecuenciaacumuadadelos cambios (p, rangoN) Sintesis de hormonas esteroideas (Cluster 8)

Figura 28 | Cambios proteicos coordinados en el VAT de pacientes obesos con DM2 en funcion del género.
(A) Agrupamiento de las categorias funcionales alteradas en funcién del grado de coincidencia de proteinas. Filas y
columnas siguen el mismo orden al mostrado en la Tabla 12. La escala de color se utilizé para representar aquellas
categorias que aumentan en mujeres (amarillo) u hombres (morado) diabéticos. (B) Representacién del grado de
coordinacion de los cambios proteicos. El grafico muestra la frecuencia acumulada de los cambios (valor Zq) para
las categorias y clusters més representativos (ver Tabla $13). Se muestra también la distribucion de una curva
tedrica normal (en negro) asi como la distribucion de los datos experimentales (linea gris) obtenidos para todo el
conjunto de proteinas cuantificadas en el estudio diferencial de género (n=2 371). El desplazamiento respecto a la
curva tedrica hacia arriba o hacia abajo indica un aumento global de las proteinas que pertenecen a la
categoria/cluster funcional en mujeres u hombres diabéticos, respectivamente. Figura modificada de (Gomez-
Serrano et al, 2016).

115



resultados y discusiodn.

Tabla 12 | Cambios proteicos coordinados del VAT en funcion al género. Categorias funcionales

diferencialmente moduladas con FDR < 0,05 y n > 5. Zc es el ratio logaritmico estandarizado para cada categoria y

FDRc su tasa de error asociada. Se ha afiadido una escala de color amarillo-morado para representar el incremento

de la respuesta en mujeres u hombres, respectivamente. N representa el nimero de proteinas que pertenecen a

cada categoria. Para cada cluster, se eligieron como representativas las categorias menos redundantes. En gris se

indican aquellas representadas en la Figura 28B. El listado completo de las proteinas se encuentra en la Tabla $13.

Tabla modificada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Numero Cddigo

cluster categoria Nombre categoria Zc FDRc N

G0:0050777 negative regulation of immune response 3,80 0,01 5
G0:0032102 gt?gitlixse regulation of response to external 360 0,01 6
G0:0031348 negative regulation of defense response 449 0,00 7

1 (G0:0048585 negative regulation of response to stimulus 400 000 14
G0:0050727  regulation of inflammatory response 478 000 14
G0:0032101  regulation of response to external stimulus 503 0,00 21
(G0:0002697  regulation of immune effector process 3,07 0,04 16
GO [y e rse Ted ARTEE
GO:0002541 ﬁ;}g/r?]trl:gt é)rfy prI::Fr)rcl)e:] s;otems involved in acute 753 0,00 6
(G0:0016064  immunoglobulin mediated immune response 420 0,00 9
G0:0006959 humoral immune response 593 0,00 9
(G0:0002250 adaptive immune response 434 000 10
G0:0051605 protein maturation by peptide bond cleavage 8,67 000 10
(G0:0002253  activation of immune response 366 0,01 12

2 (G0:0002449  lymphocyte mediated immunity 362 001 13
(G0:0002443  leukocyte mediated immunity 342 0,02 15
G0:0016485 protein processing 765 000 15
G0:0050778  positive regulation of immune response 363 001 16
(G0:0045087 innate immune response 407 000 18
(G0:0002526  acute inflammatory response 7,88 0,00 20
(G0:0002684  positive regulation of immune system process 301 005 25
G0:0006954  inflammatory response 3,76 0,01 42
G0:0006952 defense response 301 0,05 76
(G0:0045103 intermediate filament-based process 426 0,00
GO0:0045095 keratin filament 592 0,00

3 G0:0005882 intermediate filament 437 000 24
G0:0045111  intermediate filament cytoskeleton 433 000 25
G0:0009582 detection of abiotic stimulus 3,10 0,04 5

4 G0:0009581 detection of external stimulus 320 0,03 6
G0:0051606 detection of stimulus 3,23 0,03 9
G0:0033189 response to vitamin A 341 0,02 7
(G0:0033273  response to vitamin 321 0,03 9

5 (G0:0007584  response to nutrient 388 0,00 26
G0:0031667 response to nutrient levels 333 0,02 33
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G0:0009991  response to extracellular stimulus 304 004 35
G0:0000786  nucleosome 0,00 16
G0:0032993  protein-DNA complex 0,03 21
G0:0006334 nucleosome assembly 001 21

6 G0:0034728 nucleosome organization 0,03 22
G0:0006333 chromatin assembly or disassembly 001 25
G0:0006323 DNA packaging 0,00 25
G0:0000785 chromatin 0,00 31
G0:0010811  positive regulation of cell-substrate adhesion 0,00

7 G0:0010810  regulation of cell-substrate adhesion 0,00
(G0:0045785 positive regulation of cell adhesion 0,00 11

8 hsa00140  Steroid hormone biosynthesis 0,02 5

A pesar de que una alteracién de la respuesta inmune y un incremento del estado pro-
inflamatorio se hayan relacionado directamente con la DM2 (Grossmann et al, 2015), nuestros resultados
sugieren un papel mas importante de esta respuesta en las mujeres. Las diferencias entre sexos en la
respuesta inmune se han documentado en diversos campos (Gubbels Bupp, 2015). En particular, las
mujeres son mas proclives a padecer enfermedades autoinmunes (Fairweather et al, 2008), y en ciertos
contextos, las mujeres pueden producir respuestas inmunes mas intensas incluso después de la
menopausia (Kao et al, 2010). También se han sefialado diferencias en la capacidad proliferativa y
secretora de las células T (Goetzl et al, 2010), asi como ratios de células T CD4/CD8 invertidos en
mujeres y hombres de la misma edad (Amadori et al, 1995). Dado que otro de los conjuntos de categorias
alteradas era el relacionado con la regulacién de la respuesta inmune (Cluster 1) (Tabla 12), estas
evidencias sugieren que el estudio las distintas poblaciones inmunes en el tejido adiposo y su regulacion
en hombres y en mujeres permitira conocer mejor el papel de la inflamacion en obesidad y DM2.

Las mujeres presentaron también un incremento de la respuesta a los niveles de nutrientes
(Cluster 5), en la que se englobaban algunas proteinas transportadoras como la ceruloplasmina (CP) o la
proteina de union a retinol 4 (RBP4) (Tabla $13). La CP se sintetiza mayoritariamente en el higado
aunque también es una adipoquina cuyos niveles se han relacionado directamente con el grado de
obesidad y cancer (Arner et al, 2014). La CP esta implicada en la homeostasis del Fe, de tal manera que
en situaciones de deficiencia de este mineral su expresion puede alterarse para compensar la respuesta
(Ranganathan et al, 2011). Se sabe que la obesidad se acomparia de un estado de malnutricion general
en el que se acentua la deficiencia de Fe (Zhao et al, 2015). Ademas, las mujeres manifiestan anemia
mucho mas frecuentemente que los hombres, de manera que el aumento de proteinas como la CP en
mujeres diabéticas podria estar intentando compensar niveles méas bajos de Fe. En linea con esta
hipétesis “compensatoria” se encuadraria igualmente la RBP4, una proteina transportadora de vitamina A
(o retinol) cuya alteracién se ha manifestado en obesidad (Pereira et al, 2012; Villaca Chaves et al, 2008).
El aumento de RBP4 también se ha documentado en obesidad, enmascarando disminuciones en la

sefializacion del retinol (Trasino et al, 2015). La vitamina A posee un importante efecto inmunorregulador
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(Garcia, 2012), lo que nos lleva a proponer que el aumento de la respuesta inmune en mujeres diabéticas
pueda venir acompafiado de alteraciones en proteinas que intenten compensar un peor estado nutricional
ylo metabdlico con respecto a los hombres. Paralelamente, la regulacién coordinada de otras proteinas
relacionadas con el metabolismo de nutrientes podria explicar las diferencias entre sexos en respuesta a
dietas de distinta composicién y/o de restriccidn calorica, tal y como han puesto de manifiesto modelos
experimentales animales (Mattison et al, 2012; Miersch & Doring, 2013; Solon-Biet et al, 2015; Wang et
al, 2013) y algunos estudios en humanos (Tirosh et al, 2015; Westerterp-Plantenga et al, 2009).

En cuanto a las categorias funcionales incrementadas en hombres, destacan aquellas
relacionadas con la organizacion de la cromatina (Cluster 6) asi como el aumento de proteinas
relacionadas con la sintesis de hormonas esteroideas (Cluster 8) (Figura 28, Tabla 12). En conjunto, el
enriquecimiento de DAPs y los analisis de cambios proteicos coordinados sefialaron una plasticidad sexo-
dependiente en el tejido adiposo, remarcando el fenotipo androgénico en el VAT de los hombres
diabéticos. El tejido adiposo aporta y regula los niveles de hormonas circulantes en el organismo
(Kershaw & Flier, 2004; Simpson, 2003); sin embargo, las respuestas provocadas por hormonas
especificas tienen distintas implicaciones en un sexo u otro. Por ejemplo, niveles bajos de testosterona se
han asociado a un mayor riesgo de IR y DM2 en hombres (Seidell et al, 1990; Tibblin et al, 1996),
mientras que en mujeres niveles elevados de andrégenos inducen IR (Polderman et al, 1994) e
incrementan el riesgo de DM2 (Ding et al, 2006). Esta especificidad de género se ilustra en el sindrome
del ovario poliquistico (PCOS) donde el hiperandrogenismo en las mujeres se relaciona directamente con
la IRy el desarrollo de DM2 (Nandi et al, 2014). Nuestros resultados referentes a la sintesis de hormonas
esteroideas (Cluster 8) implicaban el aumento de proteinas de la familia de las aldo-ceto reductasas 1
(AKR1), principalmente los miembros C1, C2 y C3, en hombres (Tabla S13). Se ha descrito que algunas
isoformas de AKR1C promueven la adipogenesis y el remodelamiento del tejido adiposo tanto en mujeres
como en hombres (Blanchette et al, 2005; Blouin et al, 2009; Wake et al, 2007). Curiosamente, el
aumento de las enzimas convertidoras de esteroides se acompafié paralelamente de un aumento de
proteinas relacionadas con la remodelacion de la cromatina (Cluster 6) (Tabla 12), lo que podria estar
reflejando una mayor hiperplasia en hombres respecto a mujeres. Por otro lado, es preciso recordar que
en esta Tesis Doctoral se confirmé una mayor abundancia de FASN en mujeres respecto a hombres
(Figura 21). FASN esta directamente implicada en la sintesis de lipidos y se ha asociado desde hace
tiempo a una mayor acumulacion de VAT (Berndt et al, 2007) asi como a un mayor grado de hipertrofia
en adipocitos de ratones con IR (Bluher et al, 2002; Bluher et al, 2004). Para comprobar si estos cambios
protedmicos podian estar reflejando alteraciones en la celularidad del tejido adiposo entre ambos sexos,
analizamos secciones histolégicas de VAT en mujeres (n=4, media de edad 50 afios) y hombres (n=4,
media 49 afios) con DM2 (Figura 29).
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Figura 29 | Evaluacion de la celularidad del VAT en relacion al género. Las secciones de VAT tefiidas con
hematoxilina-eosina se analizaron en mujeres (n=4, media de edad 50 afios) y hombres (n=4, media 49 afios)
mediante el software Adiposoft (Galarraga et al, 2012). La medida automatizada del tamario de adipocitos se acotd
entre los 40 y 175 um de diametro. Todos los pacientes eran obesos con DM2. (A) Imagenes representativas a un
aumento de 100X. Escala, 100 pum. (B) Distribucién de los datos para el didmetro medio (um) y el area media (um2)
en mujeres (serie negra, n=329) y hombres (serie gris, n=349) de un experimento representativo. (C) Frecuencias de
adipocitos (%) en funcién a distintos rangos de diametro. Las barras representan la media del porcentaje relativo
para cada rango + DE en mujeres (barras negras) y hombres (barras grises) obtenidas a partir de cuatro
experimentos independientes. La significacion estadistica se establecié en p < 0,05. *, p < 0,05. Figura modificada
de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Los adipocitos de las mujeres fueron significativamente mas grandes que los de los hombres ya
que presentaban mayor area y mayor didmetro equivalente (p < 0,01) (Figura 29B). Por otro lado, la

fraccién de los adipocitos de menor tamafio (aquellos dentro del rango de 40-60 um de didmetro) fue
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significativamente mayor en hombres que en mujeres (p < 0,05) (Figura 29C), sugiriendo una mayor
hiperplasia en los hombres y confirmando nuestra hipétesis.

Las evidencias encontradas en los estudios diferenciales de edad y género respaldan que la
alteracién de proteinas implicadas en el remodelamiento génico y de enzimas convertidoras de esteroides
en el VAT se relaciona estrechamente con la adipogénesis. El aumento de proteinas del metabolismo de
esteroides junto con el aumento de proteinas implicadas en la remodelacién génica favoreceria la
hiperplasia. Por el contrario, el aumento de proteinas del metabolismo de esteroides acompafiado de una
disminucién de la remodelacidn génica favoreceria la hipertrofia de los adipocitos (sin hiperplasia).

El VAT de mujeres diabéticas contiene adipocitos mas hipertroficos en comparacion a los
hombres (Figura 29B), lo que a su vez se relaciona con un aumento global de proteinas de la respuesta
inmune (Figura 28). Segun estos datos, podriamos decir que una vez que la DM2 se ha establecido las
mujeres poseen un tejido adiposo mas disfuncional, lo que a su vez podria relacionarse con alteraciones
en la vascularizacién, aumento de hipoxia local, fibrosis y muerte celular (Cao, 2007; Strissel et al, 2007).
Dado que este estudio no se trata de un andlisis longitudinal, no podemos establecer relaciones de
causalidad en las observaciones. Por tanto, nuestros resultados podrian reflejar, o bien que las mujeres
obesas necesitan alcanzar un grado de disfuncionalidad mayor en el tejido adiposo antes de desarrollar
DM2, o bien que tras desarrollar DM2 los efectos sobre el tejido adiposo son mas agresivos en las
mujeres que en los hombres. En cualquier caso, y en consonancia a nuestros datos, estudios previos han
sefialado que las mujeres diabéticas tienen peor control glucémico (Tang et al, 2008) y no mejoran tanto
en sus niveles de HbA1c en comparacién a los hombres (Wexler et al, 2005), a pesar de demostrar una
mayor adherencia al tratamiento de la DM2 (Chiu & Wray, 2011; Shalev et al, 2005). Actualmente las
guias y protocolos de tratamiento no distinguen entre sexos, pese a que el dimorfismo sexual en la clinica
de la DM2 se haya confirmado recientemente (McGill et al, 2013). Por primera vez, nuestro trabajo puso
de manifiesto rasgos especificos en el VAT de mujeres y hombres diabéticos (Gomez-Serrano et al,
2016). Dado que el papel del tejido adiposo es esencial en el control de la homeostasis metabdlica,
nuestros datos remarcan la necesidad de disefiar terapias adaptadas al género para conseguir mejores

resultados en el tratamiento de la DM2 en el futuro.
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2. ANALISIS DEL PROTEOMA Y REDOXOMA TIOLICO MITOCONDRIAL DE LOS ADIPOCITOS

La mayoria de las funciones mitocondriales son ubicuas en todos los tejidos, sin embargo también se han
descrito funciones y regulacién tejido-especificos de la capacidad mitocondrial (Holmstrom et al, 2012;
Johnson et al, 2007a; Johnson et al, 2007b). Pese a que el tejido adiposo tenga un papel clave en la
regulacién del gasto energético y la sefializacion de la insulina (Kusminski & Scherer, 2012), existe una
comprensién limitada de la relevancia de las mitocondrias en este tejido, muy probablemente debido a la
escasez del contenido mitocondrial en los adipocitos blancos (Boudina & Graham, 2014).

Estudios anteriores del laboratorio describieron una disminucién significativa de las funciones
mitocondriales en el VAT de sujetos obesos frente a no obesos (Perez-Perez et al, 2012a). En esta Tesis
Doctoral encontramos que la disfuncién mitocondrial en el VAT era un rasgo distintivo del envejecimiento
y la DM2 (Gomez-Serrano et al, 2016), si bien los cambios protedmicos que englobaban ambas
condiciones eran distintos. Con el objetivo de ahondar en la definicion de estos patrones decidimos

explorar el proteoma mitocondrial de los adipocitos.
2.1. Validacion del método

En el momento de desarrollo de esta Tesis Doctoral, tan solo una referencia habia abordado el
proteoma mitocondrial de adipocitos de raton utilizando un método genérico de centrifugaciones
diferenciales (Forner et al, 2009). Este trabajo, a su vez, estaba basado en estudios previos donde se
utilizaban otros tejidos como musculo o higado (Forner et al, 2006) y no describia las modificaciones
llevadas a cabo para los adipocitos. Por estas razones, decidimos aplicar métodos comerciales mas
actuales y estandarizados. El enriquecimiento mitocondrial se llevé a cabo mediante dos protocolos
distintos: uno, basado en el uso de bolas magnéticas MACS (Miltenyc Biotech.), y otro basado en lisis y
centrifugaciones diferenciales de la casa comercial Abcam; aunque el método de ruptura de los adipocitos
utilizado fue el mismo en ambos casos. La calidad de las mitocondrias obtenidas a partir de ambos
métodos se compar6 cualitativamente mediante WB (Figura 30). Se utilizaron marcadores de membrana
externa, de membrana interna y de matriz mitocondrial (Figura 30A). También se analizaron marcadores
citoplasmaticos, nucleares y de citoesqueleto para estimar el grado de contaminaciéon (Figura 30B),
comprobandose que el grado de enriquecimiento fue similar entre ambos métodos. Para llevar a cabo el
analisis mediante LC-MS, decidimos que el protocolo de extraccion fuera el de MACS, ya que en este
caso la muestra quedaba mas libre de grasa y mostraba una menor contaminacién nuclear (Figura 30B).
Por su parte, el protocolo de Abcam ofrecia un rendimiento equiparable al de MACS pero con una mejora
en los tiempos de manipulacidn y adquisicion de los extractos. Por ello, decidimos utilizar el protocolo de
Abcam para realizar el resto de experimentos, utilizandolo como método de validacion.

El grado de enriquecimiento y de pureza de los extractos de proteinas mitocondriales respecto a
sus muestras de origen (adipocitos aislados) se evalu¢ cuantitativamente por LC-MS (Figura 31). El

grado de pureza mitocondrial de los extractos enriquecidos rondaba el 40-55%, resultado que podria
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parecer insuficiente si no tuviéramos en cuenta que la muestra de partida (los adipocitos) contenia una
masa proteica mitocondrial en torno al 8-10% (Figura 31A). Estos datos confirmaron el escaso contenido
mitocondrial de los adipocitos humanos procedentes tanto del VAT como del SAT, e indicaban que la
muestra mitocondrial estaba enriquecida de 4 a 5 veces respecto a la muestra de adipocitos (Figura
31B). Aunque los resultados fueron satisfactorios con las muestras procedentes de ambos tejidos, el
andlisis protedmico se realizd unicamente para muestras de VAT, siguiendo con la linea del trabajo
anterior (Gomez-Serrano et al, 2016). Finalmente, la integridad de las mitocondrias aisladas se verificd

mediante microscopia electrénica (Figura 32).
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Figura 30 | Andlisis cualitativo de los métodos de aislamiento de mitocondrias empleados en la presente
Tesis Doctoral. La figura muestra un analisis por WB de proteinas de adipocitos murinos (obtenidos a partir de
tejido adiposo epididimal de ratones Bcl-2) y adipocitos humanos (de VAT), asi como de sus mitocondrias (m)
enriquecidas tanto por el método de Abcam como por la tecnologia MACS. Se compararon los extractos de
adipocitos totales, el sobrenadante (que se descarta) por el método Abcam (SN) junto con los dos tipos de muestras
de mitocondrias (m) enriquecidas. (A) Deteccion de marcadores mitocondriales. Se escogieron como proteinas
representativas MAOA (monoamino oxidasa A), CS (citrato sintasa), VDAC1 (canal de intercambio anionico
dependiente de voltaje 1 o porina 1), SOD2 (superdxido dismutasa mitocondrial), TOM22 (subunidad de 22 kDa de
la translocasa de la membrana mitocondrial externa) y COX6B1 (subunidad 6B1 de la citocromo c oxidasa). (B)
Deteccion de marcadores no mitocondriales. Se escogieron como proteinas representativas CANX (calnexina),
GRP78 (proteina regulada por glucosa de 78 kDa), ACTB (B-actina)) GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) y la histona H3. La figura muestra imagenes representativas de dos experimentos independientes.
kDa, peso molecular de las distintas bandas; *, proteinas que fueron Unicamente detectadas en muestras humanas

debido a que los anticuerpos utilizados no reconocian la proteina de ratén.
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Figura 31 | Cuantificacion del grado de enriquecimiento mitocondrial. Se examind mediante LC-MS el
contenido proteico en muestras de adipocitos totales (Ad) y las respectivas mitocondrias aisladas con la tecnologia
MACS (m) de VAT y SAT. (A) Datos crudos de identificacion de proteinas, péptidos y espectros de fragmentacion
(FDR 1%) en extractos de adipocitos y mitocondrias. Se muestra el correspondiente nimero de identificaciones
mitocondriales de acuerdo a la base de datos GO mitochondrion (GO:0005739). (B) Ratio obtenido para las
identificaciones mitocondriales (barras naranja) y las no mitocondriales (barras grises).

2.2. Identificacion del proteoma mitocondrial de los adipocitos humanos

Para el estudio protedmico mitocondrial, se utilizaron las muestras de adipocitos aislados procedentes de
los grupos de mujeres obesas no diabéticas menores de 35 afios (n=4), obesas no diabéticas mayores de
45 afos (n=4) y obesas diabéticas mayores de 45 afios (n=4) (Figura 7, Tabla 3). A partir de esos
adipocitos, se aislaron las mitocondrias y se procesaron como se describe en los Materiales y Métodos
(secciones 2 y 5, Figura 10). A partir de los extractos procedentes de las mitocondrias aisladas de las 12
pacientes implicadas, los analisis de HPLC-MS identificaron 27 578 péptidos bajo una FDR 1% (Tabla
$14) correspondientes a un total de 3 542 proteinas codificadas por 3 306 genes (Tabla S$15).
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Figura 32 | Analisis por microscopia electronica. Las muestras de mitocondrias obtenidas mediante la tecnologia
MACS fueron analizadas mediante microscopia electrénica de transmision. Se comprob6 la integridad de las
membranas mitocondriales y el reconocimiento de la membrana externa por parte de las microbolas magnéticas
anti-TOM22 (cabezas de flecha). Se observo la coexistencia de otros orgénulos vesiculares tales como lisosomas o
restos de reticulo endoplasmico. La figura muestra imagenes representativas de tres experimentos independientes.
Figura tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Al comienzo de esta Tesis Doctoral, el compendio de anotaciones mitocondriales mas conocido
y exhaustivo era el Human MitoCarta (Pagliarini et al, 2008). Esta base de datos se actualizé en enero de
2016 y cuenta ya con un total de 1 158 proteinas anotadas, ofreciendo datos de expresioén para 14 tejidos
de ratén (Calvo et al, 2016). Nuestro andlisis identificd 841 proteinas de las anotadas en el Human
MitoCarta v2.0, cubriendo més del 88% del proteoma mitocondrial determinado especificamente para
tejido adiposo (Calvo et al, 2016).

Antes de proceder al analisis cuantitativo, todas las proteinas no mitocondriales co-identificadas
se excluyeron del andlisis basandonos, en primer lugar, en la base de datos Human MitoCarta v2.0 asi
como en la anotacion GO mitochondrion (GO:0005739). No obstante, a menudo las categorias
funcionales reflejan anotaciones no experimentales basadas en predicciones in silico (Smith & Robinson,
2016). Por ello, en segundo lugar, realizamos una curacién manual de todas las proteinas identificadas
como potencialmente mitocondriales (n=1 098) basandonos en sus funciones canonicas (anotadas en

UniProt, http://www.uniprot.org/) asi como otras fuentes de evidencia como el Human Protein Atlas

(http://www.proteinatlas.org/) (Uhlen et al, 2015). Finalmente, el proteoma mitocondrial de los adipocitos

del VAT quedé conformado por un total de 706 proteinas bona fide (Figura 33A) que serian cuantificadas
en una etapa posterior. Es preciso destacar que gran cantidad de las proteinas cuya anotacion
mitocondrial era equivoca pertenecian al metabolismo lipidico (como por ejemplo FASN). Esto tenia

especial relevancia en nuestra muestra, ya que las proteinas del metabolismo de &cidos grasos vy lipidos
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poseen especial representacion en el tejido adiposo (Gomez-Serrano et al, 2016; Kim et al, 2014; Perez-
Perez et al, 2012a). En caso de no haber hecho este cribado, pequefias diferencias en el grado de
contaminacion de la muestra mitocondrial en los distintos grupos hubieran acarreado grandes diferencias
en la distribucién normalizada de los datos que iban a compararse, comprometiendo la veracidad de los

resultados.

A B
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= Membrana interna (91%)
FILTRADO .
Matriz (27%)
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B Ribosomas (3%)
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706 proteinas mitocondriales
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C Elongacion de acidos grasos en la mitocondria | - Logg(p)
Cambios mitocondriales apoptoticos
Degradacion de lisina
Respuesta al estrés oxidativo
Metabolismo del triptofano
Metabolismo de purinas
Metabolismo de la arginina y la prolinia
Metabolismo de los BCAAs
B-oxidacion de los acidos grasos
Metabolismo del acetil-CoA
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Figura 33 | El proteoma mitocondrial de los adipocitos humanos. (A) Analisis de las proteinas identificadas
mediante HPLC-MS. Todas las proteinas no mitocondriales se excluyeron. El listado inicial se filtré de acuerdo a las
anotaciones contenidas en la base de datos de Human MitoCarta v2.0 y GO mitochondrion, y después se curaron
manualmente. (B) Distribucion relativa de las 706 proteinas bona fide en los principales compartimentos
subcelulares de la mitocondria. (C) Andlisis de enriquecimiento de los principales procesos bioldgicos. Las barras
representan el —Log1(p), donde p se refiere al p valor obtenido para el enriquecimiento. Se muestran funciones
representativas. La Tabla $16 contiene el total categorias funcionales enriquecidas con p < 0,05. Paneles Ay B

tomados de (Gomez-Serrano et al, 2017).

La distribucién del contenido proteico en los principales compartimentos del organulo confirmé
que el proteoma definido era consistente (Figura 33B), de acuerdo a lo esperado (Alberts et al, 2002). Es
importante resaltar que 12 de las 13 proteinas codificadas por ADNmt se detectaron pese a su fuerte

caracter hidrofébico (Tabla $15), lo que remarca la calidad del proceso de extraccion de proteinas. Con el
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objetivo de conocer las funciones bioldgicas destacadas en las mitocondrias de los adipocitos, realizamos
un andlisis de enriquecimiento de las 706 proteinas mediante DAVID (Tabla $16). Los resultados
mostraron que la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP destacaban frente al resto de funciones,
aunque el metabolismo de diversos aminoacidos también contaba con una fuerte representacion (Figura
33C). Otra de las funciones significativamente representada fue la elongacién de acidos grasos en la
mitocondria, una ruta que se considera una reminiscencia del pasado procariota de este organulo (Autio
et al, 2008; White et al, 2005). Esta ruta se ha estudiado especialmente en levaduras (Hiltunen et al,
2010), y aunque su funcionalidad sigue siendo un enigma, se ha comprobado que defectos en esta via
comprometen el metabolismo energético de la mitocondria (Hiltunen et al, 2009). Nuestro estudio
identificd proteinas, como la frans-2-enoyl-CoA reductase (MERC), implicadas directamente en esta via,
lo que sefiala un posible papel regulador en el metabolismo de los adipocitos.

Hasta la fecha, son pocos los estudios que han abordado directamente el proteoma mitocondrial
humano (Dai et al, 2010; Goudarzi et al, 2011; Lindinger et al, 2015; Rabilloud et al, 1998; Taylor et al,
2003). Sin embargo, durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se public el que estudiaba por primera
vez el proteoma mitocondrial de los adipocitos viscerales humanos (Lindinger et al, 2015). La Tabla 13
resume los aspectos generales del trabajo citado y los compara con los llevados a cabo en la presente
Tesis Doctoral (Gomez-Serrano et al, 2017). Lo mas llamativo es el nimero de proteinas mitocondriales
identificadas: en el caso de Lindinger y col. se encontraron 62 proteinas, mientras que en el trabajo aqui
expuesto fueron 706. Ademas, la cuantificacion y validacién de los resultados de su investigacion se llevd
a cabo mediante métodos indirectos (Tabla 13). EI nimero de proteinas identificado en nuestro estudio
fue similar al encontrado por Goudarzi y col., que utilizaba extractos de mitocondria humana de corazon
(Goudarzi et al, 2011), no obstante, estos autores no mencionaron ningun tipo de filtrado ni cribado, por lo
que entre sus proteinas identificadas también se encuentran las de otros organulos.

A partir de los datos anteriormente expuestos, se puede concluir que nuestro estudio describié
el proteoma humano mitocondrial mas completo (n=706), a pesar de haber utilizado criterios rigurosos en
la identificacion de péptidos (FDR 1%) y de haber realizado un filtrado y curacién manual de los datos.
Por estas razones, creemos que destaca la significacion de nuestros resultados, especialmente en el

contexto del tejido adiposo y la obesidad.

2.3. Analisis de los cambios en la abundancia de proteinas: identificacion de DAPs y cambios

proteicos coordinados

El esquema comparativo que se siguié para evaluar los cambios asociados al envejecimiento y la DM2
fue el mismo que el llevado a cabo en el estudio del VAT. Por un lado, la comparacién entre las pacientes
no diabéticas mayores de 45 afios vs. menores de 35 afios informé de las diferencias asociadas a la edad
y, por ofro, la comparacion entre las obesas diabéticas vs. no diabéticas indico las diferencias

relacionadas con el desarrollo de DM2 (Figura 7).
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Tabla 13 | Estudios proteémicos de mitocondrias de adipocitos del VAT humano. Lindinger y col. publicaron el
primer andlisis del proteoma de mitocondrias de adipocitos humanos (Lindinger et al, 2015) durante el desarrollo del

presente trabajo de Tesis Doctoral (Gomez-Serrano et al, 2017). Comparacion de los aspectos generales de ambos

estudios.
Lindinger et al. 2015 Gomez-Serrano et al. 2017
Objetivo Estudio diferencial de obesidad e ellereres | db envejecmento yIDM2
(en un contexto de obesidad)

Protgomas 20 12
analizados
CRIED | 1 mg por paciente 15 ug por paciente
muestra

- Las diferencias en IMC se acompafian Grupos homogéneos: diferencias asumibles
Clinica de los . P .

: de otras diferencias significativas Unicamente a la edad 0 a la DM2, en sus
pacientes . )
(por ejemplo, la edad) respectivos casos
Abordaje
proteomico SDS-PAGE + MALDI HPLC-MS
durante la
identificacion
Técnica de No TRAQ
cuantificacion
76 pacientes 20 pacientes (distintos a la cohorte original)

Validacion Inmunodeteccion + Andlisis estadistico

T WB, ensayos enziméticos, BN-PAGE
de regresion lineal

Prloteoma . 62 proteinas 706 proteinas bona fide
mitocondrial
Analisis protedmico: modelo WSPP y SBT.

Normalizacion de o L Validaciones por WB, BN-PAGE y ensayos
No cita ninguna normalizacion

los datos enzimaticos: deteccién de VDAC1y mg de
proteina total
Estudio Redox No Si, y ademas se acompafia de cuantificacion

Los datos del analisis iTRAQ/HPLC-MS correspondientes a las 706 proteinas mitocondriales
bona fide se analizaron bajo el modelo estadistico WSPP. Es importante recordar que los datos derivados
de péptidos con Cys no fueron considerados en el calculo de la abundancia de las proteinas por contener
modificaciones variables, de acuerdo al método previamente descrito (Martinez-Acedo et al, 2012). Una
vez realizada la estimacién de la abundancia para las 706 proteinas, se comprobd que los datos se
ajustaban a una distribucion normal en ambas comparaciones (Figura 34). En linea con el trabajo
desarrollado en esta Tesis Doctoral, las proteinas con |Zg| > 2 (correspondientes a p < 0,05) se
consideraron DAPs. Se detectaron un total de 63 y 62 DAPs mitocondriales en los estudios diferenciales
de edad y DM2, respectivamente (Tabla S17). El 37% de las DAPs fueron comunes a ambas
comparaciones, una cifra ligeramente superior a la encontrada en el estudio del proteoma del tejido
adiposo (Gomez-Serrano et al, 2016), lo que remarca los rasgos compartidos entre el envejecimiento y la

DM2 en el remodelamiento mitocondrial. Una de las proteinas que ejemplifica esta relacién es la
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subunidad 6B1 de la citocromo ¢ oxidasa (COX6B1), cuya abundancia se encontré disminuida en el
estudio comparativo de edad (Zg= -2.75) y de DM2 (Zg=-5.06) (Tabla S$17).

Edad DM2
6000 -
* Proteinas cuantificadas
(n=708)
= o

= =2 3000 -+
g = b

-2 1 1 2

Figura 34 | Distribucion normal de los datos de cuantificacion del proteoma mitocondrial. Gréficos de puntos
que muestran los valores X’q (logz de la media corregida para cada proteina) respecto a Wq (peso estadistico de la
proteina) en cada una de las comparaciones: edad (1, puntos azules) y DM2 (2, puntos rojos). El modelo WSPP

trabaja bajo la hipétesis de normalidad de manera que los datos deben ajustarse a una distribucion gaussiana.

Para el estudio del proteoma mitocondrial, decidimos descartar los analisis de enriquecimiento
de DAPs ya que el numero de proteinas no era suficiente (mucho menor de 100) y se habria sobre-
estimado la significacién de los resultados (Huang da et al, 2009b). Asi, el examen individual de DAPs
quedé relegado a la ejemplificacién de los cambios proteicos coordinados que se encontraron, como se

describira a continuacion.

2.3.1. Cambios dinamicos del proteoma mitocondrial con el envejecimiento

El analisis de Biologia de Sistemas desveld que el metabolismo de la vitamina D estaba
aumentado en las obesas de mayor edad respecto a las de menor edad (Figura 35, Tabla 14). La
vitamina D es una hormona esteroidea con acciones pleiotrépicas en el organismo que incluyen la
mineralizacion 6sea, la homeostasis del calcio y del fosfato, la diferenciacion de células del sistema
inmune y la inhibicion tumoral, entre otras (Feldman et al, 2014). La deficiencia de vitamina D se ha
asociado a diversas patologias relacionadas con el envejecimiento tales como IR, DM2, ECV,
enfermedades neurodegenerativas y cancer (Chiu et al, 2004; Feldman et al, 2014; Keeney & Butterfield,
2015; Mozos & Marginean, 2015). Los individuos obesos presentan niveles reducidos de vitamina D en
sangre aunque no existe consenso acerca de las causas que propician este fenémeno (Drincic et al,
2012; Wortsman et al, 2000).
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Figura 35 | Cambios proteicos coordinados en las mitocondrias de pacientes obesos en funcion de la edad.
(A) Agrupamiento de las categorias funcionales alteradas en funcion del grado de coincidencia de proteinas. Filas y
columnas siguen el mismo orden al mostrado en la Tabla 14. La escala de color amarillo-morado se utilizé para
representar aquellas categorias que aumentan y disminuyen con la edad, respectivamente. (B) Representacion del
grado de coordinacion de los cambios proteicos. El grafico muestra la frecuencia acumulada de los cambios (valor
Zq) para las categorias mas representativas (ver Tabla $18). Se muestra también la distribucion de la curva tedrica
normal (en negro) asi como la distribucién de los datos experimentales (linea gris) obtenidos para todo el conjunto
de proteinas cuantificadas en el estudio diferencial de edad (n=706). EI desplazamiento respecto a la curva teérica
hacia arriba o hacia abajo indica un aumento o disminucién global de las proteinas que pertenecen a la
categoria/cluster funcional en mujeres obesas mayores de 45 afios vs. menores de 35 afios, respectivamente.

Figura tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).
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Tabla 14 | Cambios proteicos coordinados en el proteoma mitocondrial en funcion de la edad. Categorias
funcionales diferencialmente moduladas con FDR < 0,05 y n > 5. Zc es el ratio logaritmico estandarizado para cada
categoria y FDRc su tasa de error asociada. Se ha afiadido una escala de color amarillo-morado para representar el
incremento o disminucién de la respuesta con la edad, respectivamente. N representa el nimero de proteinas que
pertenecen a cada categoria. Para cada cluster, se eligieron como representativas las categorias menos
redundantes (indicadas en gris y representadas en la Figura 35B). El listado completo de las proteinas se encuentra
en la Tabla $18. Tabla tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Numero Cddigo

cluster categoria Nombre categoria Zc FDRc N
1 P04396 Vitamin D metabolism and pathway 458 000 5
GO:0006122 (r:r;/lttggggnggacl electron transport, ubiquinol to 369 002 5

hsa04260 Cardiac muscle contraction 45 000 26

G0:0042773  ATP synthesis coupled electron transport 414 0,01 53

G0:0022904  respiratory electron transport chain 392 0,01 60

2 G0:0070469  respiratory chain 417 0,01 70
hsa05010  Alzheimer's disease 3,73 002 79

hsa00190 Oxidative phosphorylation -3,82 0,01 88

(G0:0022900 electron transport chain -3,68 0,02 77

hsa05016  Huntington's disease 407 001 90

hsa05012  Parkinson's disease 411 001 91

Para ejercer su funcién, la vitamina D necesita ser hidroxilada, lo que da lugar a su forma
biolégicamente activa: la 1a,25-dihidroxivitamina Ds (1,25(0OH):Ds). Nuestros datos indicaron que el
aumento del metabolismo de la vitamina D estaba representado por proteinas como mitochondrial sterol-
26 hydroxylase (CYP27A1, Zg= 3.29) o la adrenoxina (FDX1, Zg= 2.82) (Tabla $18). Se han descrito
diversas actividades vitamina D hidroxilasa para la CYP27A1 (Araya et al, 2003); sin embargo, parece ser
que esta proteina tiene poca relevancia en la activacién de la vitamina D y se le ha atribuido un papel mas
importante en el metabolismo de los &cidos biliares y de ciertas hormonas sexuales (Jones & Prosser,
2011). De hecho, alteraciones en la actividad de CYP27A1 podrian desregular el metabolismo de los
acidos biliares, favoreciendo una malabsorcién de vitamina D (Bjorkhem & Hansson, 2010). Ademas, la
CYP27A1 convierte el colesterol en 27a-hidroxicolesterol, un metabolito que impide la inactivacién de la
progesterona a 20a-DH-progesterona, y esta accién se ve favorecida en presencia de FDX1 (Escher et al,
2009). Niveles elevados de 27a-hidroxicolesterol se han asociado con un mayor grado de metastasis en
modelos murinos de cancer de mama y un mayor tamafio de estos tumores en pacientes (Nelson et al,
2013). Por tanto, nuestros datos sugieren que la alteracion de proteinas como CYP27A1 o FDX1 en las
mitocondrias de adipocitos de mujeres obesas podria tener importantes consecuencias sistémicas,

modulando la accién de la vitamina D y/o de las hormonas sexuales durante el envejecimiento.
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Figura 36 | Anélisis de marcadores OXPHOS para la validacion de los cambios coordinados en el proteoma
mitocondrial del estudio comparativo de edad. (A) Imagenes representativas de marcadores seleccionados que
se analizaron mediante WB en un conjunto independiente de muestras de mitocondrias procedentes de pacientes
no diabéticas de mayor (n=7, media 49 afios) y menor edad (n=6, media 34 afios). Los graficos de barras muestran
los valores de intensidad relativa como medias + DE para cada grupo. La significacién estadistica se evalu6
mediante la prueba t de Student. (B) Analisis de correlacion (Pearson) de los valores de intensidad relativa de cada
marcador respecto a la edad de los pacientes. Todos los resultados se normalizaron con los datos obtenidos para
VDAC1 (canal de intercambio aniénico dependiente de voltaje 1). La significacion estadistica se establecio en p <

0,05. kDa, peso molecular de las distintas bandas; *, p < 0,05. Panel A tomado de (Gomez-Serrano et al, 2017).

El andlisis de Biologia de Sistemas detectdé que la caida de las proteinas implicadas en la
fosforilacién oxidativa era el cambio mas significativo en el estudio de edad (Figura 35, Tabla 14). La
disminucién de marcadores de OXPHOS en obesas de mayor edad se validd mediante WB en un
conjunto independiente de pacientes (Figura 36A). Ademas se detect6 una correlacién negativa entre la
abundancia de estos marcadores y la edad de los pacientes (Figura 36B). En conjunto, nuestros datos
confirmaron una caida global de proteinas OXPHOS en mitocondrias aisladas con el envejecimiento, que
previamente habiamos observado también a nivel de tejido adiposo total (Gomez-Serrano et al, 2016), y

en la que se profundizarad mas adelante.
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2.3.2. Cambios dindmicos del proteoma mitocondrial con la DM2

En el estudio diferencial de DM2, los analisis de cambios proteicos coordinados destacaron un
aumento de la respuesta a los niveles de oxigeno y del metabolismo de derivados de aminoacidos, asi

como una disminucion de la cascada de sefializacion intracelular (Figura 37, Tabla 15).
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Figura 37 | Cambios proteicos coordinados en las mitocondrias de pacientes obesos asociadas a la DM2. (A)
Agrupamiento de las categorias funcionales alteradas en funcion del grado de coincidencia de proteinas. Filas y
columnas siguen el mismo orden al mostrado en la Tabla 15. La escala de color amarillo-morado se utilizé para
representar aquellas categorias que aumentan y disminuyen con la DM2, respectivamente. (B) Representacion del
grado de coordinacion de los cambios proteicos. El grafico muestra la frecuencia acumulada de los cambios (valor
Zq) para las categorias y clusters mas representativos (ver Tabla $19). Se muestra también la distribucion de la
curva tedrica normal (en negro) asi como la distribucion de los datos experimentales (linea gris) obtenidos para todo
el conjunto de proteinas cuantificadas en el estudio diferencial de DM2 (n=706). El desplazamiento respecto a la
curva teorica hacia arriba o hacia abajo indica un aumento o disminucion global de las proteinas que pertenecen a la
categoria/cluster funcional en mujeres obesas diabéticas vs. no diabéticas, respectivamente. Figura tomada de

(Gomez-Serrano et al, 2017).
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Tabla 15 | Cambios proteicos coordinados en el proteoma mitocondrial en relacion a la DM2. Categorias
funcionales diferencialmente moduladas con FDR < 0,05 y n > 5. Zc es el ratio logaritmico estandarizado para cada
categoria y FDRc su tasa de error asociada. Se ha afiadido una escala de color amarillo-morado para representar el
incremento o disminucion de la respuesta en pacientes diabéticos, respectivamente. N representa el nimero de
proteinas que pertenecen a cada categoria. Para cada cluster, se eligieron como representativas las categorias
menos redundantes (indicadas en gris y representadas en la Figura 37B). El listado completo de las proteinas se
encuentra en la Tabla $19. Tabla tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Numero Codlgg Nombre categoria Zc FDRc N
cluster categoria
G0:0034614  cellular response to reactive oxygen species 352  0.02 6
(G0:0043523  regulation of neuron apoptosis 3.47 0.03 7
GO:0034599  cellular response to oxidative stress 3.80 0.01 7
1 G0:0001666  response to hypoxia 3.99 0.01 7
G0:0009611  response to wounding 472  0.00 7
G0:0070482 response to oxygen levels 4.32 000 M
G0:0055093  response to hyperoxia 413  0.00 5
2 G0:0006575 cellular amino acid derivative metabolic process 3.35 0.04 17
3 (G0:0007242 intracellular signaling cascade -4.28 000 14

La respuesta a los niveles de oxigeno estaba representada por componentes de la maquinaria
antioxidante como la SOD mitocondrial (SOD2) y la tiorredoxina (TXN2) (Tabla $19), las cuales
mostraron un incremento significativo en obesas no diabéticas de mayor edad respecto a las de menor
edad (Zq=4,45y Zq= 4,02, respectivamente). SOD2 es una enzima “limpiadora’ (scavenging) esencial en
la eliminacién del radical superéxido en la matriz mitocondrial para convertirlo en H,O; y oxigeno
(Fridovich, 1999) y la TXN2 detoxifica los peroxidos y reduce los enlaces disulfuros y sulféxidos de
residuos de metionina (Powis & Montfort, 2001). A simple vista, estos resultados parecen estar en
contraposicion a lo establecido, ya que el desarrollo de patologias como la DM2 se ha asociado a la
disminucién de la accién antioxidante y un mayor estrés oxidativo (Banerjee & Vats, 2014; Liu et al, 2013).
Sin embargo, el andlisis mediante WB de un conjunto independiente de pacientes confirmé que los
niveles de SOD2 estaban aumentados en las mitocondrias aisladas de obesas diabéticas frente a no
diabéticas (Figura 38), apoyando algunos estudios previos (Aguer et al, 2013; Han et al, 2016) y nuestros
datos protedmicos.

De acuerdo a los andlisis de clasificacion, SOD2 también formaba parte de los cambios
coordinados del metabolismo de derivados de aminodcidos (Tabla $19), que estaba significativamente
aumentado en mujeres con DM2 (Figura 37, Tabla 15). Segun el término GO, esta ruta engloba
reacciones quimicas que implican a compuestos derivados de aminoacidos o acidos organicos que
contienen uno o mas sustituyentes amino (Ashburner et al, 2000). Se ha descrito que la respuesta
antioxidante de SOD2 se incentiva en presencia de estrés oxidativo inducido por glutamato (Fukui & Zhu,

2010; Jia et al, 2016), lo que podria explicar su anotacion en esta categoria funcional.
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Figura 38 | Validacion de SOD2 en el estudio comparativo de DM2. Un conjunto independiente de muestras de
mitocondrias procedentes de obesas diabéticas (n=7, media 47 afios) y no diabéticas (n=7, media 49 afios) se
analizé mediante WB. Las imagenes muestran un experimento representativo. Los graficos de barras muestran los
valores de intensidad relativa como medias + DE obtenidos después de la densitometria de las bandas. Los
resultados se normalizaron con los datos obtenidos para VDAC1 (canal de intercambio anidnico dependiente de
voltaje 1). La significacidn estadistica se establecié en p < 0,05. kDa, peso molecular de las distintas bandas; C+,
control positivo (extracto purificado de mitocondria de corazén bovina); *, p < 0,05.

Por otro lado, SOD2 ejerce su accién afectando a varios factores transcripcionales que son
sensibles a cambios oxidativos y que estan implicados en vias moleculares dentro y fuera de las
mitocondrias (Wang y Hai, 2015). Llegados a este punto, nos planteamos si la alteracién de SOD2 en
DM2 podria estar unida a alteraciones en la comunicacién de la mitocondria con el resto de la célula ya
que la disminucién de la cascada de sefializacion intracelular era otra de las respuestas coordinadas
asociadas a la DM2 (Figura 37, Tabla 15). Para contrastar estas conjeturas, decidimos hacer un analisis
de redes moleculares con el objetivo de conocer cuales de estas cascadas podrian estar alterandose.
Utilizando la herramienta STRING, creamos las redes de interaccion (con validacién experimental bajo
una confianza del 0,95) de los conjuntos de proteinas implicadas en la respuesta a los niveles de oxigeno
(Figura 39A) y la cascada de sefializacion intracelular (Figura 39B). El anélisis de enriquecimiento de
redes mostré que los cambios del proteoma mitocondrial en DM2 estaban estrechamente conectados con
la oxidacion fosforilativa y ofras vias moleculares como la apoptosis, la sefializacién de insulina o la
sefializacion de p53 (Tablas $20, $21). La apoptosis es un proceso crucial regulado por la mitocondria y
ha estado estrechamente asociado a la disfuncién del tejido adiposo en individuos obesos (Keuper et al,
2011). Igualmente, defectos en el eje de sefializacion insulina/IGF-1/mTOR vy la sefalizacién de p53 se
han asociado a un desequilibrio entre la mitofagia y la biogénesis mitocondrial (Gonzalez-Freire et al,
2015), remarcando la disfuncion de estos procesos en DM2. Estos datos apoyan nuestra hipétesis previa
en la que sugerimos que el remodelamiento mitocondrial en el tejido adiposo de pacientes diabéticos

podria reflejar defectos en el nimero/masa de mitocondrias (Gomez-Serrano et al, 2016).
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Figura 39 | Analisis de la red de interacciones de las proteinas mitocondriales reguladas en el estudio
diferencial de DM2. El analisis se llevd a cabo mediante STRING (Szklarczyk et al, 2015). (A) Interactoma de las
proteinas pertenecientes a la Respuesta a los niveles de oxigeno (n=11). (B) Interactoma de las proteinas
pertenecientes a la Cascada de sefializacion intracelular (n=14). Unicamente se muestran aquellas interacciones
proteina-proteina validadas experimentalmente bajo un umbral de confianza de 0,95. Los nodos rojos indican

aquellas proteinas implicadas en rutas moleculares citadas en el texto.
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En conjunto, los andlisis de Biologia de Sistemas indicaron que, pese a mostrar algunas
convergencias, las alteraciones del proteoma mitocondrial en edad y DM2 siguen patrones bien
diferenciados, apoyando nuestro estudio basado en el analisis de VAT (Gomez-Serrano et al, 2016).
Mientras que los cambios asociados al envejecimiento muestran una localizacion marcadamente
mitocondrial circunscrita a OXPHOS, los cambios asociados a la DM2 se extienden a otras rutas

moleculares con accion tanto dentro como fuera de la mitocondria.
2.4. Regulacion de los complejos mitocondriales

El ATP mitocondrial se produce a partir de la maquinaria OXPHOS mediante dos reacciones acopladas.
En primer lugar, los equivalentes reductores (NADH y FADH,) transfieren sus electrones a una serie de
proteinas y moléculas organicas que se encuentran embebidas en la membrana mitocondrial interna (la
ETC) hasta reducir el oxigeno molecular a agua. En segundo lugar, y gracias a la fuerza protdn-motriz
generada previamente, tiene lugar la fosforilacién de ADP a ATP a través del complejo ATP sintasa. La
mayoria de las subunidades OXPHOS se organizan en complejos supramoleculares (enumerados del | al
IV en la ETC) y todos ellos tienen un origen genético dual (nuclear y mitocondrial), con la excepcién de
las subunidades del complejo Il que estan exclusivamente codificadas por el genoma nuclear. Nuestro
estudio identificd con éxito la mayoria de los componentes de los complejos mitocondriales: 49 factores
estructurales y de ensamblaje para la NADH/ubiquinona deshidrogenasa (complejo 1); 3 para la succinato
deshidrogenasa/ubiquinona oxidorreductasa (complejo 1l); 11 para la ubiquinol-citocromo ¢ reductasa
(complejo 1l1); 23 para la citocromo ¢ oxidasa (complejo V) y 20 subunidades y proteinas relacionadas
con la ATP sintasa (en ocasiones también denominada complejo V) (Tabla $15). Este trabajo es el que
mayor nimero de proteinas OXPHOS ha identificado en células de tejido adiposo humano hasta la fecha,
por ello, decidimos estudiar los cambios coordinados en cada uno de los complejos mitocondriales con

mayor detenimiento.

2.4.1. Alteracion de los complejos mitocondriales con el envejecimiento

Anteriormente indicamos que la disminucién de la fosforilacion oxidativa con la edad fue uno de
los cambios proteicos coordinados encontrados por los andlisis de Biologia de Sistemas (Figura 35,
Tabla 14). La evaluacion de los complejos por separado demostré que esta disminucion era patente en
los complejos I, Il, lll'y IV pero no en el complejo ATP sintasa (Figura 40). Debido a que los complejos | 'y
IV son dos de los complejos mas estudiados y, ademas, son aquellos con mayor numero de proteinas
identificadas, decidimos analizar los cambios en la abundancia de sus proteinas con mayor detalle. El
complejo | es el complejo enziméatico mas grande de la cadena respiratoria: abarca 45 subunidades
diferentes y requiere al menos 13 factores de ensamblaje especificos. Su actividad facilita la entrada
principal de equivalentes reductores a través del NADH en la maquinaria oxidativa (Mimaki et al, 2012;
Stroud et al, 2016).
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Figura 40 | Regulacion de los complejos mitocondriales con el envejecimiento. (A) Heat-maps que representan
los cambios en la abundancia de las proteinas OXPHOS para cada uno de los complejos. Cada proteina se muestra
con su valor Zq en una escala de color amarillo-morado que representa mayor o menor abundancia en obesas
mayores de 45 afos vs. menores de 35 afios, respectivamente. (B) Modulacién de los complejos mitocondriales. El
grafico muestra la frecuencia acumulada de los cambios (valor Zq) para cada conjunto de proteinas y la distribucién

de la curva tedrica normal (en negro) como referencia. El desplazamiento respecto a la curva tedrica hacia arriba o
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hacia abajo indica un aumento o disminucion global de las proteinas que pertenecen a cada complejo. El color de la
curva refleja el comportamiento global del complejo. Ci, complejo | o NADH deshidrogenasa; Cu, complejo Il o
succinato deshidrogenasa; Cu, complejo Ill o citocromo c¢ reductasa; Civ, complejo IV o citocromo ¢ oxidasa; Cv,

complejo V o ATP sintasa. Figura modificada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

El complejo | posee una estructura en forma de L compuesta por un brazo embebido en la
membrana mitocondrial interna que constituye el médulo P, o bomba de protones, y un brazo periférico
orientado hacia la matriz mitocondrial que cuenta con dos bloques funcionales, el médulo N, encargado
de la unién y oxidacion del NADH, y el médulo Q, encargado de la transferencia de electrones a la
ubiquinona (Zickermann et al, 2015). EI complejo IV es la oxidasa terminal de la ETC donde los
electrones son transportados a través de 4 centros redox activos hasta el oxigeno molecular (Srinivasan
& Avadhani, 2012). Este complejo posee una estructura homo o heterodimérica. Para formar cada
mondmero se ensamblan 3 proteinas codificadas por el ADNmt (MT-CO1, MT-CO2 y MT-CO3), que dan
lugar a la estructura central o core, junto con el resto de componentes codificados por el genoma nuclear

que se disponen en la periferia (Mick et al, 2011).
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Figura 41 | Analisis de los complejos | y IV en el estudio diferencial de edad. Representacion estructural de los
cambios en la abundancia de las proteinas del complejo | (A) y de un monémero del complejo IV (B). Los factores

de ensamblaje no se representan. El color de las cajitas representa la abundancia relativa de cada proteina y el
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color de la estructura tridimensional enfatiza el comportamiento global de cada modulo: amarillo indica mayor
abundancia y morado menor abundancia, en obesas mayores de 45 afios vs. menores de 35 afios. Las proteinas de
las que se identificaron residuos oxidados de Cys (0xCys) se encuentran sefialadas en rojo. Figura tomada de
(Gomez-Serrano et al, 2017).

La representacion esquematica de los cambios en la abundancia de las proteinas a lo largo de
las estructuras de los complejos |y IV (de acuerdo a las descripciones méas actualizadas (Mick et al, 2011;
Mimaki et al, 2012; Sanchez-Caballero et al, 2016; Stroud et al, 2016)), evidencié que la mayoria de estas
proteinas disminuyen con la edad (Figura 41). Esta disminucion fue mas acusada en el médulo N del
complejo | (Figura 41A), asi como en dos de las proteinas del core (MT-CO1 y MT-CO2) y dos proteinas
periféricas (COX6B1y COX6C) del complejo IV (Figura 41B). Debido a que las alteraciones en las
proteinas sefialadas podrian contribuir no solo a la inestabilidad de la estructura de ambos complejos sino
también a la disminucién de su actividad, nuestros datos nos permiten aventurar un deterioro del flujo de
electrones en la ETC mitocondrial de los adipocitos con el envejecimiento.

Por otro lado, nuestros resultados mostraron una marcada disminuciéon de las proteinas

codificadas por el ADNmt con la edad (Figura 42).
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Figura 42 | Alteracion de las proteinas codificadas por el ADNmt con la edad. A la izquierda se muestra un
heat-map con los cambios en la abundancia de las proteinas codificadas por el ADNmt en una escala de color
amarillo-morado que representa mayor o menor abundancia en obesas mayores de 45 afios vs. menores de 35
afios, respectivamente. A la derecha, se muestran la curva sigmoidea con la frecuencia acumulada de los cambios y
la distribucion de la curva tedrica normal (en negro) como referencia. Nétese que la proteina MT-ND3 no aparece
cuantificada dado que su identificacion recae sobre péptidos que contienen residuos de Cys. Figura tomada de

(Gomez-Serrano et al, 2017).

Un resultado interesante fue hallar el factor de transcripcion mitocondrial (TFAM) disminuido
significativamente en obesas mayores de 45 afios vs. menores de 35 afios (Zq= -3.05, Tabla $17)
(Figura 43A). Esta proteina no solo regula el numero de copias del ADNmt (Larsson et al, 1998), sino

también su estabilidad, replicacion y transcripcion (Campbell et al, 2012). Adicionalmente se confirmo la
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correlacién negativa entre la abundancia de TFAM y la edad de los pacientes (Figura 43B), lo que podria
explicar la disminucion de las proteinas codificadas por el ADNmt con el envejecimiento. La disminucion
de TFAM con la edad se ha verificado previamente en tejidos de rata como el musculo o el higado (Pesce
et al, 2005; Picca et al, 2013). Nuestros resultados para tejido adiposo humano aportan otro tejido mas en

el que TFAM disminuye con la edad.
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Figura 43 | Validacion de TFAM en el estudio diferencial de edad. Un conjunto independiente de muestras de
mitocondrias procedentes de obesas no diabéticas de mayor (n=7, media 49 afios) y menor edad (n=6, media 34
afios) se analizé6 mediante WB. (A) Los graficos de barras muestran los valores de intensidad relativa como medias
+ DE obtenidos después de la densitometria de las bandas. Las imagenes muestran un experimento representativo.
(B) Analisis de correlacion (Pearson) de los valores de intensidad relativa de TFAM respecto a la edad de los
pacientes. Todos los resultados se normalizaron con los datos obtenidos para VDAC1 (canal de intercambio
aniénico dependiente de voltaje 1). La significacion estadistica se establecié en p < 0,05. kDa, peso molecular de las

distintas bandas; C+, control positivo (extracto purificado de mitocondria de corazén bovina); *, p < 0,05.

Es importante enfatizar que en el primer analisis protedmico descrito en esta Tesis Doctoral se
puso de manifiesto una disminucién de las proteinas mitocondriales codificadas por el genoma nuclear
que se acompafiaba a su vez de una disminucion de proteinas relacionadas con la transcripcién y la
traduccion en el VAT (Gomez-Serrano et al, 2016). Estos datos unidos a los encontrados para TFAM a
nivel de la mitocondria, ponen de manifiesto la existencia de defectos en la expresién de proteinas de la
ETC codificadas tanto por el genoma mitocondrial como el nuclear en el tejido adiposo con el

envejecimiento.

2.4.2. Alteracién de los complejos mitocondriales en relacién a la DM2

Para nuestro asombro, el andlisis de Biologia de Sistemas no destacd la alteracién coordinada

del sistema OXPHOS al comparar pacientes diabéticos frente a no diabéticos, un resultado que cabria
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esperar dados los antecedentes encontrados en el anélisis del VAT (Gomez-Serrano et al, 2016). Con el

objetivo de confirmar estos datos, decidimos realizar un estudio detallado de los complejos mitocondriales

individualmente. Dicho estudio revel6 que los cambios en el complejo | seguian una distribucién normal,

mientras que los complejos lll, IV y V se mostraban ligeramente disminuidos (Figura 44).
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Figura 44 | Regulacion de los complejos mitocondriales con la DM2. (A) Heat-maps que representan los

cambios en la abundancia de las proteinas OXPHOS para cada uno de los complejos. Cada proteina se muestra
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con su correspondiente valor Zq en una escala de color amarillo-morado que representa mayor o0 menor abundancia
en obesas diabéticas vs. no diabéticas, respectivamente. (B) Modulacién de los complejos mitocondriales. El grafico
muestra la frecuencia acumulada de los cambios (valor Zq) para cada conjunto de proteinas y la distribucion de la
curva tedrica normal (en negro) como referencia. El desplazamiento respecto a la curva teérica hacia arriba o hacia
abajo indica un aumento o disminucion global de las proteinas que pertenecen a cada complejo. El color de la curva
refleja el comportamiento global del complejo. Ci, complejo | o NADH deshidrogenasa; Cu, complejo |l 0 succinato
deshidrogenasa; Cm, complejo Il o citocromo ¢ reductasa; Cw, complejo IV o citocromo ¢ oxidasa; Cv, complejo V o
ATP sintasa. Figura modificada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Este patron se validé por WB mediante el analisis de varios marcadores OXPHOS en un
conjunto de muestras diferentes a las utilizadas en el estudio proteémico (Figura 45). En consonancia a
nuestros resultados, un estudio anterior también habia descrito una disminucién de los complejos I, IV y

V asociada a obesidad e IR, aunque en este caso fue en SAT (Heinonen et al, 2015).
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Figura 45 | Analisis de marcadores OXPHOS y CS en el estudio de DM2. Imagenes representativas de
marcadores seleccionados que se analizaron mediante WB en un conjunto independiente de muestras de
mitocondrias procedentes de pacientes diabéticas (n=7, media 47 afios) y no diabéticas (n=7, media 49 afios). Los
graficos de barras muestran los valores de intensidad relativa como medias + DE obtenidos después de la
densitometria de las bandas. Los resultados se normalizaron con los datos obtenidos para VDAC1 (canal de
intercambio anidnico dependiente de voltaje 1). La significacion estadistica se establecio en p < 0,05. kDa, peso

molecular de las distintas bandas; *, p < 0,05; #, p < 0,01. Figura modificada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

El hecho de que el complejo | no se encontrara alterado explicaba por qué los analisis de
Biologia de Sistemas no detectaron cambios en OXPHOS. Esto se debe a que este complejo tiene un
gran peso estadistico por el alto niumero de proteinas que lo integran, y por tanto, la respuesta coordinada
que se detecta para el sistema OXPHOS se corresponde en gran medida al comportamiento del complejo

|. Esta importancia “estadistica” unida a su importancia biolégica como principal punto de entrada de
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equivalentes reductores a la ETC, nos llevd a estudiar los cambios sufridos por las proteinas que lo
conforman (Figura 46A). Curiosamente, identificamos un patrén de cambios distinto dependiendo de los
modulos del complejo implicados: mientras que el modulo P aumentaba de forma global en mujeres

diabéticas frente a no diabéticas, los mddulos Q y N estaban disminuidos.

A
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NDUFBS | Npypgqq | NDUFBI | o NDUFAT
\BUTES | hours | NOUS! | urw | 10U
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Figura 46 | Analisis de los complejos | y IV en el estudio diferencial de DM2. Representacion estructural de los
cambios en la abundancia de las proteinas del complejo | (A) y de un monémero del complejo IV (B). Los factores
de ensamblaje no se representan. El color de las cajitas representa la abundancia relativa de cada proteina y el
color de la estructura tridimensional enfatiza el comportamiento global de cada médulo: amarillo indica mayor
abundancia y morado menor abundancia, en obesas diabéticas vs. no diabéticas. Las proteinas de las que se
identificaron residuos oxidados de Cys (oxCys) se encuentran sefialadas en rojo. Figura tomada de (Gomez-Serrano
et al, 2017).

Paralelamente a estos cambios, también se detectd un aumento pronunciado de la proteina
succinato deshidrogenasa citocromo b560 (SDHC), la subunidad de anclaje del complejo Il a la
membrana (Figuras 44 y 45). Esta proteina esté encargada de transferir electrones desde el succinato a

la ubiquinona y también forma parte del TCA. Es importante recordar que el complejo Il es el punto de
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entrada secundario de equivalentes reductores en la ETC (a partir de FADH,). Estos resultados sugieren
que el aumento del complejo Il podria significar una respuesta compensatoria a la reduccién de la
capacidad oxidativa en pacientes diabéticos, debida a la disminucion global del modulo N en el complejo |
y de los complejos IlI, IV y V. Esta hipdtesis se apoya en estudios previos con un modelo de ratén donde
el aumento de la actividad del complejo Il en tejido adiposo se produce cuando existe deficiencia de la
actividad de los complejos I, 1l y IV (Vernochet et al, 2012). En este mismo trabajo, los autores también
describieron una mejora de la actividad CS en tejido adiposo como compensacion. En linea con estas
observaciones, en nuestro estudio protedmico también se detectdé un aumento significativo de CS en las
mitocondrias de pacientes diabéticos frente a no diabéticos (Zq= 3.28, Tabla $17), resultado que se
valid6 paralelamente mediante WB (Figura 45). Este conjunto de resultados nos llevaron a proponer la
siguiente hipdtesis: bajo un contexto de obesidad, en el VAT de los pacientes diabéticos podria
producirse un cambio metabolico que favoreciera la respiracion mitocondrial a través del succinato

(complejo II).

Otro resultado llamativo que obtuvimos es que las proteinas codificadas por el ADNmt se
encontraron globalmente aumentadas en DM2 (Figura 47), en contraste con otros estudios que
encontraron una correlacion inversa entre el contenido del ADNmt y el desarrollo de DM2 (Hsieh et al,
2011; Lindinger et al, 2010). Sin embargo, dichos estudios se llevaron a cabo con muestras de tejido

adiposo total, y por lo tanto, podrian reflejar diferencias en la masa mitocondrial de los pacientes.

MT-ND2

MT-ND5 3 —Teobrica

MT-CO1 2

MT-ATP6 1] Proteinas codificadas por el
MT-ATP8 ADNmt

MT-ND6 Zq 0

MT-ND4 90 ﬂ 10

MT-CO3 K

MT-CO2 2 / 4

MT-ND1 |

MT-CYB Ratio
-4 ] Iq

Frecuenciaacumulada de los cambios (p, rango/N) 4 . DISMINUCION

Figura 47 | Alteracion de las proteinas codificadas por el ADNmt en relacion a la DM2. A la izquierda se
muestra un heat-map con los cambios en la abundancia de las proteinas codificadas por el ADNmt en una escala de
color amarillo-morado que representa mayor o menor abundancia en obesas diabéticas vs. no diabéticas,
respectivamente. A la derecha, se muestran la curva sigmoidea con la frecuencia acumulada de los cambios y la
distribucion de la curva tedrica normal (en negro) como referencia. Notese que la proteina MT-ND3 no aparece
cuantificada dado que su identificacion recae sobre péptidos que contienen residuos de Cys. Figura tomada de
(Gomez-Serrano et al, 2017).
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El anlisis que se describe en esta Tesis Doctoral esta basado en la evaluacién de mitocondrias
aisladas, de manera que se evitaron posibles diferencias asociadas a la disminucién del contenido
mitocondrial total. Nuestros resultados muestran el patrén protedmico de las mitocondrias per se en unos
pacientes frente a otros, reflejando las posibles alteraciones metabolicas y estructurales sufridas por
estos organulos. Los cambios observados para las proteinas codificadas por el ADNmt en el estudio de
DM2 podrian deberse a una alteracién de la traduccion de estas (Villarroya et al, 2009) pero también
podrian reflejar una acumulaciéon anormal de ciertos mddulos de los complejos mitocondriales debido a

defectos en su ensamblaje, como se discutird a continuacion.

2.4.3. Hipdtesis sobre los defectos en el importe de proteinas mitocondriales como causa

subyacente a la disfuncién mitocondrial en DM2

La hipétesis que sostiene que los defectos en el ensamblaje de los complejos podrian explicar la
acumulacién diferencial (y andmala) de unos médulos con respecto a otros se ve reforzada por los
cambios observados en la estructura de los complejos | 'y IV, en los que existen claras diferencias en la
abundancia de los médulos codificados mayoritariamente por el genoma nuclear vs. el mitocondrial
(Figura 46). EI modulo P del complejo | (que contiene el mayor numero de proteinas de origen
mitocondrial) estd globalmente aumentado mientras que el modulo N (que estd compuesto
exclusivamente por proteinas de origen nuclear) esta disminuido (Figura 46A). Igualmente para el
complejo IV, nuestros datos revelaron diferencias entre las proteinas codificadas por el ADNmt (el core) y
las codificadas por el genoma nuclear (periféricas) (Figura 46B). Cabe destacar que las proteinas del
mddulo P del complejo | y las que forman el core del complejo IV son las primeras que se juntan durante
el proceso de ensamblaje de los complejos (Mick et al, 2011; Mimaki et al, 2012), lo cual refuerza nuestra
premisa. Esta acumulacién podria deberse, en parte, a defectos en la translocacién de las subunidades
codificadas por el nucleo en pacientes diabéticos, de manera que los primeros médulos ensamblados (en
nuestro caso, el modulo P del complejo | o el core del complejo IV) quedarian “a la espera” de la llegada
de las subunidades nucleares para terminar de ensamblar los complejos mitocondriales, y por tanto se
acumularian en el interior de la mitocondria (ocasionando el patron observado).

En consonancia con la hipétesis anteriormente formulada, es importante recalcar que el importe
de proteinas hacia la mitocondria es un proceso muy regulado. Las proteinas codificadas por el genoma
nuclear se sintetizan en el citosol y se transportan hacia la mitocondria a través de chaperonas como la
proteina de choque térmico 70 (HSP70) (Chatzi et al, 2016). Una vez alcanzan la mitocondria, se
transportan hacia el interior a través de complejos transportadores de la membrana mitocondrial
(principalmente a través de los complejos TOM, en la membrana externa, y TIM, en la membrana interna)
(Schmidt et al, 2010; Young et al, 2003). Nuestro grupo habia descrito previamente una disminucion de
los niveles de HSP70 en pacientes diabéticos frente a no diabéticos (Perez-Perez et al, 2012a) y, en el
presente estudio, diversas proteinas TOM (translocasas de la membrana externa), como TOMM70A (Zg=
-3.31) y TOMM20 (Zg= -2.07) (Tabla S$17) estaban significativamente disminuidas, lo que,
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adicionalmente, apoyaria la hipdtesis sobre los defectos en el importe mitocondrial en pacientes

diabéticos.
2.5. Analisis del redoxoma tiélico mitocondrial

La reduccion y oxidacion de los residuos tioles de las proteinas se consideran unos de los
mecanismos principales que las ROS utilizan para integrarse en las vias de sefalizacion celulares
(Winterbourn & Hampton, 2008). En particular, las modificaciones oxidativas que sufren las Cys en la
mitocondria se han considerado muy importantes debido a que este organulo es el principal contribuyente
a la concentracion de ROS intracelular (Bak & Weerapana, 2015). Sin embargo, la funcion y las
consecuencias que conllevan estas modificaciones sigue siendo un tema bastante desconocido, tanto en
condiciones fisiologicas o de estrés oxidativo. Por estos motivos, decidimos estudiar la funcién de las
ROS como mensajeros secundarios y/o moléculas de estrés. Para ello, simultdineamente al analisis del
proteoma mitocondrial llevamos a cabo un método basado en el protocolo GELSILOX (Martinez-Acedo et
al, 2012). De esta forma, ademas de los cambios de abundancia de las proteinas mitocondriales, pudimos
estudiar las alteraciones dindmicas de los residuos de Cys oxidados (0xCys), en un proceso fisioldgico
como el envejecimiento y en un proceso patologico como la DM2.

Se identificaron 229 péptidos con modificaciones oxCys bajo un FDR 1%, que contenian 244
residuos Cys que afectaban a un total de 116 proteinas (Tabla $22). Las proteinas oxCys identificadas
fueron principalmente oxido-reductasas con funciones de tipo actividad antioxidante o de unién a
nucledtidos. Estas proteinas participan en procesos clave de la mitocondria como la fosforilacion
oxidativa, el ciclo TCA o la S-oxidacién (Tabla S$23). De hecho, 44 de los péptidos oxCys identificados
(alrededor del 20%) pertenecian a subunidades de OXPHOS. Algunos de estos residuos se localizaban
en proteinas de los complejos | y IV, tal como se indico en color rojo en las Figuras 41 y 46. Cabe
destacar que ninguno de los residuos oxCys se identificd en proteinas codificadas por el genoma
mitocondrial. Esto podria deberse a que la localizacion de estas proteinas, fundamentalmente intra-

membrana, las hiciera menos accesible a los efectos de ROS.

2.5.1. Cuantificacion de los niveles de oxidacién en el proteoma mitocondrial: diferencias

asociadas a la edad y a la DM2

En linea con el trabajo desarrollado a lo largo de esta Tesis Doctoral, los péptidos con |Zp| > 2 se
consideraron diferencialmente abundantes, lo que se interpretd como residuos mas oxidados (Zp > 2) o
menos oxidados (Zp < -2) en un grupo respecto a otro (Tabla 16, Tabla S$22). Sefialadamente, un nimero
considerable de residuos oxCys alterados pertenecian a puentes disulfuro o a dominios tipo C-Xs-C, como
por ejemplo las Cys 30 y 65 de la proteina COX6B1 o la Cys 36 de la subunidad NDUFAS8 del complejo |
(Tabla 16). Los dominios C-Xo-C se encuentran principalmente en proteinas codificadas por el genoma
nuclear que tienen que ser importadas a través de la via MIA (Mitochondrial Intermembrane space
Assembly pathway) (Chatzi et al, 2016; Stojanovski et al, 2012).
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Tabla 16 | Péptidos diferencialmente oxidados en las proteinas mitocondriales de adipocitos en funcion de
la edad y de la DM2. Se muestran las secuencias peptidicas con oxCys (C*), asi como el simbolo y el cédigo de
acceso a Uniprot de las proteinas a las que pertenecen dichos péptidos. La posicion de la modificacion (residuo
Cys) también se indica junto con algunas observaciones (si existen) en cuanto a su funcionalidad. Zp es la variable
estandarizada a nivel de péptido en términos de desviaciéon estandar. FDRp muestra la tasa de error de
cuantificacion a nivel de péptido. La variable Zp se acompafia de una escala de color, donde el rojo indicaria una
mayor abundancia del péptido (mayor oxidacion) y el azul una menor abundancia del péptido (menor oxidacién) en
obesas mayores de 45 afios vs. menores de 35 afios en el estudio diferencial de edad, y en obesas diabéticas vs.
no diabéticas en el estudio de DM2. M#, oxidacion de metionina (+ 15,9949 Da); C*, modificacién MMTS de cisteina
0 residuo oxCys (+ 45.9877 Da); KA, marcaje iTRAQ 4-plex de lisina (+ 144,1021 Da). La modificaciéon iTRAQ en el
residuo N-terminal de los péptidos se indica con una miniscula. Tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Estudio diferencial de edad

Proteina L(J;r?i(g?:t Secuengiéj;sl péptido Reg;dsuo Zp FDRp Observaciones
DLD P09622  nETLGGTCLNVGCHPSKA 85 0,00 Lugarredox activo
(Puente disulfuro)
ECHS1 P30084  eM#QNLSFQDC*YSSK* 11 0,00
SLC25A3 Q00325 fAC*FER 237 0,00
RHOT1 Q8IXI2 aVLHPTGPLYC*PEEK? 175 0,00
MGST P10620 I}((’I‘\VFANPEDC*VAFGK"GENA 50 0,00 Sitio de actlvaCIo.r.)
(cuando se modifica)
MGST1 P10620  VFANPEDC*VAFGKAGENAKA 50 0,00 Sttio de activacion
(cuando se modifica)
VvTDEC*IQIMGGMGFMK*EPG
ACADVL P49748 VER Q 433 0,00
MGST P10620 vFANPEDC*VAFGK"GENAK* 50 0.00 Sitio de activaciéq
K* : (cuando se modifica)
sC*SGVEFSTSGSSNTDTGK”
VDAC2 P45880 VTGTLETKA 48 0,01
ACADS P16219  gSSTANLIFEDC*R 246 0,01
MDH2 P40926  eGVVEC*SFVK* 275 0,01
DLAT P10515  VPLGTPLC*IVEK? 291 0,01  Regidn de unién lipoil
MDH2 P40926  dGYLGPEQLPDC*LK? 89 2,30 0,02
COX6B1  P14854  gGDISVCEWYQR 54 fay 003 %ﬂ:ﬂf ;:Jffﬁo)
ACSF2 Q96CM8 tVGQC*LETTAQR 77 2,12 0,04
Dominio Solcar 3
SLC25A4 P12235  gADIMYTGTVDC*WR 258 2,09 0,04 (transportador de
solutos)
GPAM Q9HCL2  vSVLELSSTFLPQC*NR 813 2,03 0,04
cMc4 P56277  sVVC*SGFEKMEEEENLTR 50 201 005 DominoCX-C
(Puente disulfuro)
ACADVL P49748  vTDEC*IQIMGGM#GFM#KA 433 -2,04 1,56
Dominio Solcar 3
SLC25A1 P53007 nTWDC*GLQILK” 262 -2,28 1,27  (transportador de
solutos)
MARC1 Q5VT66  gVPVSEAEC*TAM#GLR 79 -2,64 1,04
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(continda de la pagina anterior)

Estudio diferencial de DM2

Cadigo

Secuencia del péptido

Residuo

Proteina UniProt oxCys Cys Zp FDRp Observaciones
vYQSLC*PTSWVTDWDEQRA Dominio C-Xs-C
COX6BY1  P14854 Lilioii 65 000 puente disufuro)
. Dominio C-Xg-C
COX6B1 P14854  gGDISVC'EWYQR 4 000 (puente disulturo)
. Dominio C-Xs-C
COX6B1 P14854  nC*WQNYLDFHR 30 0,00 (Puente disulfuro)
COX6B1  P14854  vYQSLCPTSWVTDWDEQR 65 0,00 Dominio C-Xe-C
(Puente disulfuro)
Sitio de unién a metal
% A
NDUF$1 P28331  mC*LVEIEK 78 0,00 (2Fe-25)
HSPD1 P10809  c*EFQDAYVLLSEK* 37 0,00
GOT2 P00505  vGAFTMVC*KA 295 0,00
ACSS3 Q9H6R3  gHVPLALC*VLR 602 0,01
NDUFA8  P51970  aAAHHYGAQC'DKAPNKA 36 001 Dominio C-Xo-C
(Puente disulfuro)
VDAC2 P45880  sC*SGVEFSTSGSSNTDTGK* 47 0,01
MGSTI  P10620  K'VFANPEDC'VAFGK" 50 0,01 Sitio de activacion
(cuando se modifica)
MGSTI  P10620  VFANPEDC'VAFGK" 50 0,01 Sitio de activacion
(cuando se modifica)
NDUFS5 043920 eWIEC'AHGIGYTR 43 002 Dominio C-Xo-C
(Puente disulfuro)
ACADVL P49748  vTDEC*IQIMGGM#GFM#KA 433 2,00 0,05
ECHS1 P30084  eM#QNLSFQDC*YSSKA 111 -2,08 0,95
Dominio Solcar 3
SLC25A4 P12235  gADIMYTGTVDC*WR 258 -2,14 0,90 (transportador de
solutos)
sC*SGVEFSTSGSSNTDTGKA
VDAC2 P45880 |\ 1GTLETKA 43 2,23 0,84
gLVVLGFPC*NQFGHQENAK
GPX1 P07203  R\EEILNSLKA 78 2,33 0,76
MGST P10620 vFANPEDC*VAFGKAGENAK"? 50 233 0.75 Sitio de activacion
K* ’ ’ (cuando se modifica)
" Dominio tipo Miro
RHOT1 Q8IXI2  aVLHPTGPLYC*PEEK* 175 2,55 0,53 (intermembrana)
ACAA2 P42765  iISREEC*DKYALQSQQR 179 2,63 0,47
ECH1 Q13011 yC*AQDAFFQVK* 225 0,24
MDH2 P40926  gC*DVVVIPAGVPR 93 0,14
SLC25A3 Q00325 fAC*FER 237 0,02
vIDEC*IQIMGGMGFMK*EPG
ACADVL P49748 kR 433 0,01
ACAA2  Pages  SEVVLC'GOTESMSGARYC 44459 0,01
MGST P10620 k’:\VFANPEDC*VAFGK"GENA 50 0,01 Sitio de actlvaCIqq
K (cuando se modifica)
DLD P09622  nETLGGTCLNVGC'IPSKA 85 00p Lugarredox activo
(Puente disulfuro)
. Sitio de activacion
MGST1 P10620  vFANPEDC*VAFGKAGENAK* 50 0,00 (cuando se modifica)
MDH2 P40926  gYLGPEQLPDC*LK* 89 0,00
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La ruta MIA esta conservada evolutivamente y se basa en la oxidacién-reduccion de residuos tiol
de los dominios C-Xgo-C de las proteinas dentro del espacio intermembrana, lo que permite que las
proteinas se estabilicen, se atrapen por transportadores de la membrana interna y finalmente se importen
hacia el interior de la mitocondria (Chatzi et al, 2016; Stojanovski et al, 2012). Algunos ejemplos de las
proteinas que utilizan esta via de importe son NDUFA8, NDUFS5 o COX6B1 (Modjtahedi et al, 2016).
NDUFA8 y NDUFS5 son importantes moléculas accesorias que toman parte en las Ultimas etapas del
ensamblaje del complejo | (Szklarczyk et al, 2011). COX6B1 es una proteina clave involucrada en la
biogénesis (Modjtahedi et al, 2016) y la estabilizacion de las subunidades del complejo IV (Abdulhag et al,
2015). Es importante destacar que los resultados del analisis protedmico revelaron que las proteinas con
dominios C-Xg-C mencionadas anteriormente (NDUFA8, NDUFS5 y COX6B1) estaban significativamente
oxidadas en el estudio diferencial de DM2, es decir, varios péptidos oxCys estaban significativamente
aumentados en obesas diabéticas vs. no diabéticas (Tabla 16). Del mismo modo, varios péptidos oxCys
estaban significativamente incrementados en la proteina COX6B1 en el estudio diferencial de edad
(Tabla 16). Estos resultados nos llevaron a plantear la siguiente hipétesis: la oxidacién excesiva de
proteinas con motivos C-Xo-C podria desembocar y/o reflejar una importacion inadecuada de dichas
proteinas a través de la ruta MIA, con la consiguiente alteracion del ensamblaje de los complejos a los
que pertenecen.

En este punto, es importante enfatizar que la proteina COX6B1 estaba significativamente mas
oxidada tanto en el estudio diferencial de edad como en el de DM2 (Tabla 16). Este hecho junto con la
relacion establecida desde hace tiempo entre el envejecimiento y la progresién de la IR (Barzilai et al,
2012; Fink et al, 1983), nos lleva a proponer que la alteracion de la via MIA es uno de los nexos de union
entre la patologia (es decir, la DM2) y el envejecimiento fisiologico.

A su vez, los resultados sobre la oxidacion diferencial en proteinas importadas a través de la via
MIA apoyan la hipétesis formulada en apartados anteriores, en la que defectos en la translocacion de

proteinas a la mitocondria podria ser una de las causas subyacentes a la disfuncién mitocondrial en DM2.

2.5.2. Relacion entre el grado de oxidacion y la abundancia de las proteinas

Aprovechando que la cobertura del proteoma mitocondrial alcanzada en este estudio habia sido
bastante elevada y que ademas habiamos definido el redoxoma tidlico de esas proteinas, decidimos
investigar la asociacion entre los niveles de oxidacion de las Cys (medidos por los correspondientes
valores de Zp) y la abundancia de las proteinas a las que estos pertenecian (evaluados por Zq). Los
analisis de correlacion revelaron que los cambios en la abundancia de oxCys estaban inversamente
asociados con los niveles de abundancia de proteinas, tanto en el envejecimiento (R= -0,26, p < 0,0001)
como en la DM2 (R= -0,38, p < 0,0001) (Figura 48A). Si evaludbamos Unicamente las proteinas
OXPHOS esta asociacién se acentuaba, pero mucho mas en el estudio diferencial de DM2 (R= -0,64,
p <0,0001) que en el de edad (R=-0,35, p < 0,05) (Figura 48B). Adicionalmente, el anélisis global de los

cambios en la abundancia de los péptidos oxCys en las proteinas OXPHOS mostré que la mayoria de
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estas modificaciones tendian a estar incrementadas tanto en pacientes no diabéticas de mayor edad
como en diabéticas, mientras que las proteinas (oxidadas) a las que pertenecian dichos péptidos tendian
a estar disminuidas (Figura 48C). Estos datos pusieron de manifiesto que el impacto de las oxidaciones

era mas acusado en el contexto patoldgico (la DM2) que en el fisiologico (el envejecimiento).
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Figura 48 | Relacion de la abundancia de las proteinas y sus niveles de oxidacion. (A-B) Graficos de puntos de
los péptidos que no contienen residuos Cys (nonCys, puntos grises) y aquellos que contienen residuos oxidados de
Cys (oxCys, puntos rojos). Cada punto representa el ratio relativo de la abundancia del péptido en cuestién (Zp, eje
Y) respecto a la abundancia de la proteina a la que pertenece (Zq, eje X). La abundancia de los péptidos oxCys se

evalud para el conjunto completo de proteinas (A) o para las proteinas OXPHOS (B). La relacion se evalué
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mediante el indice de correlacion de Pearson (R). La significacion estadistica se establecié en p < 0,05. (C)
Frecuencias acumuladas de los cambios en la abundancia de los péptidos oxCys (Zp, linea roja) y sus respectivas
proteinas OXPHOS oxidadas (Zq, linea gris discontinua). Se muestra la distribucion de una curva teérica normal (en
negro) como referencia. El desplazamiento respecto a la curva tedrica hacia arriba indica un aumento global de la
oxidacién y hacia abajo una disminucion de la abundancia de las proteinas en el estudio diferencial de edad (a la
izquierda) y de DM2 (a la derecha). Figura tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Aunque las implicaciones biolégicas de la mayoria de las modificaciones oxidativas aun estan
por explorar, estudios recientes han sefialado un papel importante de las modificaciones reversibles de
Cys en la sefalizacién redox (Go et al, 2015), asi como en la regulacién de la degradacion de proteinas
(Pajares et al, 2015). A pesar de que la relacién entre la abundancia de la proteina y sus modificaciones
oxidativas fueron similares en los contextos de envejecimiento y DM2, el andlisis detallado de las
modificaciones sobre la maquinaria OXPHOS revelaron distintos patrones de oxidacién en ambas

condiciones (Figura 49).
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Figura 49 | Oxidacion de las proteinas OXPHOS. Heat-maps que representan los cambios en la abundancia de
los residuos oxCys identificados en las proteinas OXPHOS de los complejos mitocondriales en los estudios
diferenciales de edad (A) y DM2 (B). La abundancia de cada proteina se muestra con el valor Zq representado con
una escala de color amarillo-morado (amarillo, aumento; morado, disminucién). El nivel de oxidacion se representa
en una escala rojo-azul para el valor Zp donde rojo indica mayor abundancia del péptido (mayor oxidacién) y azul

indica menor abundancia del péptido (menor oxidacién). Figura tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).
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En el estudio diferencial de edad, la oxidacion ocurria principalmente en los complejos Ill 'y IV
(Figura 49A). Estos complejos incluian las proteinas mas disminuidas en pacientes de mayor edad frente
a las més jovenes. Sin embargo, en el estudio diferencial de DM2, la oxidacion diferencial quedd
restringida a los complejos |y IV, cuyas proteinas fueron también las més disminuidas (Figura 49B). En
consonancia a nuestros resultados, un estudio reciente demostr6 que la oxidacion del complejo | precede
a su degradacion (Guaras et al, 2016).

Es importante enfatizar que otro de los resultados relevantes del analisis de protedmica redox
fue que la oxidacién de los dominios C-Xo-C de COX6B1 (complejo IV) estaba aumentada en pacientes
de mayor edad (en el estudio de envejecimiento) y en pacientes diabéticas (en el estudio diferencial de
DM2) (Figura 49, Tabla 16). Estos datos podrian reflejar una importacion defectuosa hacia la mitocondria
a través de la via MIA (como se describi6 anteriormente). Este hecho explicaria por qué los niveles de
COX6B1 se encuentran significativamente reducidos en las mitocondrias de pacientes diabéticas frente a
no diabéticas (Zg=-5,06, Tabla $17), asi como en las de pacientes mayores de 45 afios frente a las de
menores de 35 afios (Zg=-2,75, Tabla $17).

Por tanto, los cambios oxidativos observados en las proteinas mitocondriales del VAT en las dos
condiciones estudiadas podrian reflejar defectos en su plegamiento lo que podria dar lugar a una
alteracién de su importe hacia la mitocondria (Chatzi et al, 2016) asi como favorecer su degradacion
(Pajares et al, 2015).

2.6. Estudio funcional de la mitocondria de adipocitos humanos: diferencias asociadas a la DM2

Las alteraciones en los patrones de abundancia y oxidacion detectados nos hicieron sospechar acerca de
la posible existencia de defectos en la funcién oxidativa de las mitocondrias, especialmente en el caso del
complejo IV. Pese a que los datos apuntaban a que la disfuncion de este complejo podria ser importante
tanto en un contexto de envejecimiento como de DM2, la limitacién de muestras biolégicas procedentes
de pacientes no diabéticas de menor edad nos impidié evaluar las alteraciones funcionales en las
mitocondrias de dichas pacientes. Por consiguiente, no fue posible validar los resultados encontrados en
el estudio diferencial de edad.

Con el objetivo de comprobar si la mayor oxidacién de la proteina COX6B1 junto con la
disminucién de su abundancia se acomparfiaba también de defectos en el complejo IV, llevamos a cabo
un analisis de la actividad total de dicho complejo en un conjunto independiente de extractos
mitocondriales procedentes de pacientes con y sin DM2. Los resultados de este andlisis mostraron que la
actividad de la actividad citocromo ¢ oxidasa se encontraba significativamente disminuida en pacientes
diabéticos vs. no diabéticos (Figura 50A), tal como cabria esperar. Para comprobar si el defecto en la
actividad del complejo IV se debia una disminucidn de su abundancia, como previamente habia mostrado
el analisis protedmico (Figura 44), realizamos ensayos de electroforesis en condiciones nativas (BN-

PAGE) con muestras digitonizadas de mitocondrias de adipocitos. Efectivamente, los analisis de
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cuantificacion resultados indicaron una disminucion significativa del complejo IV aislado en pacientes

diabéticos (Figura 50B), lo que explicaria la disminucién de su actividad.
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Figura 50 | Funcién mitocondrial de los adipocitos en relacion a la DM2. (A) Actividad del complejo IV en DM2.
Los resultados representan la distribucién de las actividades medias obtenidas a partir de extractos de mitocondrias
de adipocitos de pacientes obesos diabéticos (n=5, media 47 afios) y no diabéticos (n=7, media 41 afios). Todas las
muestras se midieron por triplicado. (B) Cuantificacién del complejo IV mediante 1D BN-PAGE. Las bandas se
detectaron con el anticuerpo anti-COX5A en muestras de mitocondrias digitonizadas de pacientes diabéticos (n=4,
media 45 afios) y no diabéticos (n=3, media 50 afos). El grafico muestra los valores de intensidad relativa para cada
grupo como medias + DE obtenidos en dos experimentos independientes. (C) Analisis 2D BN/SDS-PAGE
representativo de muestras de pacientes obesos diabéticos (n=2) y no diabéticos (n=2). Todos los pacientes eran
mayores de 40 afios. Las membranas se incubaron con anticuerpos contra NDUFA9 y COX5A para revelar los
supercomplejos (SCs). La significacion estadistica se establecié en p < 0,05. *, p < 0,05; Db, obesos diabéticos;
Non-db, obesos no diabéticos. Figura tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

El complejo IV se asocia a los complejos | y lll, dando lugar a los supercomplejos (SCs)
(Lapuente-Brun et al, 2013). Recientemente, se ha confirmado que dichos SCs son los verdaderos
responsables de la respiracién mitocondrial, dando lugar a lo que se conoce como ‘respirosoma” (Gu et
al, 2016; Letts et al, 2016). Para comprobar si la alteracion del complejo IV en DM2 podria también
acompafiarse de un defecto general en la capacidad respiratoria de las mitocondrias de los adipocitos,
llevamos a cabo un andlisis de cuantificacién de los SCs mediante 2D BN-PAGE. Los resultados

mostraron que, ciertamente, los SCs tendian a estar disminuidos en pacientes diabéticos frente a no
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diabéticos (Figura 50C). Nuestro trabajo describe por primera vez la disminucion de SCs en tejido
adiposo humano en DM2 (Gomez-Serrano et al, 2017). Anteriormente, se habian descrito defectos en el
ensamblaje de los SCs en mitocondrias aisladas de musculo esquelético de pacientes diabéticos (Antoun
et al, 2015), lo que apoyaria nuestras conclusiones. Es necesario subrayar que la escasez de extractos
mitocondriales no nos permitié analizar un mayor nimero de pacientes con el fin de obtener un resultado
estadisticamente significativo. A este respecto, estamos recogiendo mas biopsias de tejido adiposo de
pacientes obesos con y sin DM2 y en breve se repetira este analisis.

Finalmente se decidié evaluar la actividad complejo | (NADH deshidrogenasa) mediante ensayos
de actividad en gel (Figura 51). Segun el estudio proteémico diferencial de DM2 la abundancia del
complejo | no aparecia globalmente alterada (Figura 44), pero los cambios sufridos por las proteinas en
los distintos modulos del complejo | podrian provocar su inestabilidad en pacientes diabéticos (Figura
46A). De ser asi, esto comprometeria la estabilidad de los SCs, ya que estos necesitan que el complejo |
esté completamente ensamblado antes de formar parte del respirosoma (Guerrero-Castillo et al, 2017).
Resultados preliminares no mostraron diferencias significativas en la actividad del complejo | en relacion a
la DM2, si bien la actividad de las bandas de los SCs mostré una tendencia a disminuir en pacientes
diabéticos (Figura 51). Futuros estudios en una cohorte ampliada de pacientes ayudaran a confirmar

estas observaciones.
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Cabe destacar que la evaluacién de la actividad mitocondrial en adipocitos humanos ha sido
poco explorada (Fischer et al, 2015; Yin et al, 2014); y, hasta la fecha, no se habian descrito alteraciones
de estos SCs en las mitocondrias de adipocitos humanos. Asi pues, y pese a que el nimero de muestras
utilizadas haya sido escaso, creemos que es relevante la novedad y el impacto de nuestros resultados,

especialmente en el contexto del estudio de la obesidad.
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3. REFLEXIONES FINALES

En la presente Tesis Doctoral hemos utilizado tejido adiposo de pacientes obesos para abordar dos
procesos diferentes que previamente se habian relacionado con el estrés oxidativo y la disfuncién
mitocondrial: el envejecimiento (una situacion fisiolégica) y la DM2 (una enfermedad grave asociada a
obesidad). Paralelamente, el dimorfismo sexual en el tejido adiposo también se evalué en un contexto de
DM2, poniendo de manifiesto importantes diferencias en el fenotipo antioxidante descrito en ambos
sexos. El andlisis global del proteoma del tejido adiposo indico que la disfuncion mitocondrial era un
proceso clave en el envejecimiento y la DM2, si bien, los cambios proteicos en ambos estudios
diferenciales reflejaban patrones distintos. El estudio detallado del proteoma mitocondrial utilizando
mitocondrias aisladas de adipocitos demostré que las diferencias entre el envejecimiento y la DM2 se
mantenian también a este nivel, aunque existian algunas convergencias. El abordaje redox utilizado
simultdneamente, determind que en las dos comparaciones los niveles de oxidaciéon de Cys se
correlacionaron negativamente con la abundancia de las proteinas, especialmente en el caso de la DM2.
Entre las marcas oxidativas identificadas destacaron las de las proteinas OXPHOS, aunque su
localizacién principal diferia en ambas condiciones. En pacientes diabéticos, el patrén de disfuncion
mitocondrial comprendia varias caracteristicas: i) aumento de la respuesta antioxidante representado por
SOD2; ii) diferencias de abundancia entre los mddulos de los complejos | y IV segun estuviesen
codificados por el genoma nuclear o el mitocondrial sugiriendo una translocacién disfuncional de las
proteinas hacia las mitocondrias; iii) modificaciones de oxCys relacionadas con defectos en la importacidn
de proteinas a través de la via minoritaria MIA; y, iv) disminucién de subunidades y complejos especificos
de OXPHOS acompafiada de la reduccién de SCs. Concretamente, en pacientes diabéticos, se ha
demostrado una actividad alterada del complejo IV, el cual retne las proteinas OXPHOS mas disminuidas
y, al mismo tiempo, mas oxidadas. Todos estos acontecimientos, como el dafio oxidativo o los cambios
sufridos por el sistema OXPHOS, podrian comprometer el estado metabodlico del adipocito “obeso”
provocando un desequilibrio de los niveles de NADH/NAD+ y/o ATP/ADP asi como de metabolitos
intermediarios como el succinato, dando lugar a una alteracion del flujo metabolico mitocondrial en los
pacientes diabéticos. Ademas, las modificaciones de las proteinas relacionadas con el transporte hacia la
mitocondria podrian afectar la comunicacién intra- e inter-organular, alterando gravemente la homeostasis
de los adipocitos y, por lo tanto, dando lugar a fallos en la sensibilidad a insulina.

Adicionalmente, nuestros resultados destacaron que la remodelacién mitocondrial sufrida con la
progresién de la edad también incluia la disminucién de componentes OXPHOS junto con el aumento de
los niveles de oxidacion de estas proteinas, aunque en menor medida que en la DM2. No es
sorprendente que las ROS y las modificaciones oxidativas desempefien un papel mas relevante en una
condicién patoldgica, como la DM2, en comparacién con un proceso fisioldgico, como el envejecimiento.
En este sentido, el complejo IV emerge como un nexo comun que conecta las modificaciones oxidativas

en la DM2 y el envejecimiento, al igual que conecta el papel dual de los ROS como mensajeros
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secundarios vs. moléculas de estrés. Nuestros datos avalan que la alteracién del complejo IV podria
representar la progresién de la IR con el paso del tiempo en individuos obesos. Es preciso destacar que
la alteracion del complejo IV se implicd directamente en el desarrollo de la obesidad edad-dependiente en
un estudio publicado paralelamente al nuestro realizado en un modelo murino (Soro-Amaiz et al, 2016), lo
que apoya los resultados encontrados en esta Tesis Doctoral.

En este trabajo, hemos reducido el andlisis de proteinas individuales en favor de la evaluacion
de los cambios globales mediante la Biologia de Sistemas. La capacidad sin precedentes de estas
herramientas, en combinacion con los analisis de protedémica redox, ha generado una gran cantidad de
informacién, produciendo una imagen molecular de la compleja interaccion entre la disfuncién
mitocondrial y el envejecimiento, la obesidad y la DM2. En el futuro, el avance en la definicion de la
naturaleza de las modificaciones oxidativas y sus implicaciones ayudard a desarrollar modelos
integradores de la regulacion del proteoma y sus vias de sefializacion redox, proporcionando una base

sélida que permita una terapia en los pacientes obesos mejor dirigida.
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“A veces creo que hay vida en otros planetas, y a veces creo que no.
En cualquiera de los dos casos la conclusion es asombrosa”

Carl Sagan (1934 - 1996)
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1 | En este trabajo se han aplicado por primera vez técnicas protedmicas de alta resolucidn y
herramientas de Biologia de Sistemas al estudio del tejido adiposo humano en obesidad. Esto ha
permitido describir, en un mismo experimento, los cambios proteicos en funcién del envejecimiento, la

DM2y el género.

2 | La aplicacién de algoritmos de Biologia de Sistemas ha puesto de manifiesto que la disfuncion
mitocondrial es un fendmeno asociado tanto al envejecimiento como a la DM2, aunque el patron de
cambios protedmicos difiere en cada caso. Con la edad, las alteraciones mitocondriales quedan
circunscritas al sistema OXPHOS, mientras que con la DM2 los cambios engloban la mayoria de las
funciones mitocondriales, sugiriendo una disminucion del numero de mitocondrias y/o de la masa

mitocondrial en el VAT de los pacientes diabéticos.

3 | El analisis de los cambios proteicos coordinados en el estudio diferencial de género ha incluido la
remodelacion celular del tejido adiposo, la respuesta nutricional y la respuesta antioxidante al conjunto de

diferencias fisioldgicas descritas entre ambos sexos.

4 | Nuestros resultados sugieren que, en comparacién a los hombres, la disfuncion del VAT es mas
acusada en las mujeres diabéticas. Esto se debe a diferencias en la respuesta inmune y a una mayor

hipertrofia de los adipocitos en estas pacientes.

5 | Este trabajo describe por primera vez la aplicacion de estrategias de protedémica redox y de Biologia
de Sistemas al estudio del proteoma mitocondrial humano, representando el analisis mas exhaustivo

hasta la fecha.

6 | En el estudio diferencial de edad, los resultados han confirmado una disminucion significativa de las
proteinas OXPHOS en las mitocondrias de los adipocitos de los pacientes de mayor edad. Esta reduccién
se explicaria por una alteracion de los procesos de transcripcion y traduccién tanto a nivel nuclear como

mitocondrial.

7 | En el estudio diferencial de DM2, los mddulos de los complejos codificados por el genoma nuclear y el
mitocondrial presentan regulaciones opuestas. Estos datos sugieren que el importe de proteinas hacia la
mitocondria podria estar afectado en pacientes diabéticos, comprometiendo el ensamblaje de los

complejos.

8 | Tanto en envejecimiento como en DM2, los niveles de oxidacién de péptidos que contienen Cys son
inversamente proporcionales a la abundancia de las proteinas de las que provienen. Esta relacion es mas
acusada en DM2, y especialmente en las subunidades de OXPHOS, lo que destaca la implicacién

funcional de las modificaciones oxidativas en la patologia.
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9 | Los residuos de Cys de proteinas importadas hacia la mitocondria a través de la ruta MIA muestran un
incremento del nivel de oxidacidn con la edad y la DM2, reflejando defectos en el transporte de estas

proteinas en ambas condiciones.

10 | Estudios funcionales han revelado una disminucion de la actividad del complejo IV asi como defectos
en el ensamblaje de los SCs con la DM2, lo que sugiere la reduccion de la capacidad respiratoria

mitocondrial en estos pacientes.
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A continuacién se muestran los encabezados de las tablas suplementarias que acompafian a esta Tesis
Doctoral. Debido a su tamafio, las tablas completas se encuentran en formato .xIs y .xIsx en el CD

adjunto.

Tabla S1 | Péptidos identificados en las muestras de VAT bajo FDR 1%. Se muestran las secuencias peptidicas
identificadas para las distintas proteinas (descritas en formato FASTA) junto con el nimero correspondiente de
espectros de fragmentacion. M*, oxidaciéon de metionina (+ 15,9949 Da); C@, carbamidometilacién de cisteina (+
57,0215 Da); K#, marcaje iTRAQ 4-plex de lisina (+ 144,1021 Da). Tomada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Tabla S2 | Proteinas identificadas en las muestras de VAT. Se muestran los codigos de acceso de UniProt, la
descripcion en formato FASTA de la proteinas y los correspondientes nombres de los genes que las codifican (NV/A
se refiere a los genes no identificados, del inglés Not Assigned). Adicionalmente, se muestran el nimero de péptidos
Unicos y los espectros de fragmentacién correspondientes. La FDR de identificacidn se fij6 al 1%. Tomada de
(Gomez-Serrano et al, 2016).

Tabla S3 | Andlisis de enriquecimiento de las 2 525 proteinas identificadas en el proteoma del VAT. ‘N’ se
refiere el nimero de proteinas identificadas que han sido asignadas a las correspondientes categorias. El porcentaje
(%) representa la proporcion de genes codificantes en los correspondientes GOBPs. La magnitud del
enriquecimiento viene dada por el correspondiente Fold enrichment y el p valor indica el nivel de significacién
estadistica. Solo se muestran aquellos GOBPs con p < 0,05. Las celdas coloreadas en azul sefialan los GOBPs

representados en la Figura 14B. Modificada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Tabla S4 | Proteinas del VAT cuantificadas bajo el modelo WSPP. Se muestran los codigos de acceso de
UniProt, la descripcion en formato FASTA de las proteinas y los valores estadisticos asociados. X'q se calcula como
la media ponderada de los péptidos que cuantifican cada proteina corregida por el valor de la supermedia (que es la
media ponderada de los valores para todas las proteinas). Wq se refiere al peso estadistico asociado a cada
proteina, calculado a partir de los correspondientes pesos estadisticos de los péptidos y la varianza a nivel de
proteina (el pesos estadistico es la inversa de la varianza). Zq es la variable estandarizada, que se define como el
ratio logaritmico (en base 2) de la media X'q expresada en unidades de desviacion estandar. FDRq muestra la tasa
de error a nivel de proteina. (1) indica los datos procedentes de los marcajes iTRAQ 114 vs. 115 o0 que dan lugar al
estudio diferencial de edad; (2) indica 116 vs. 114 o estudio diferencial de DM2; y (3) indica 116 vs. 117 0 estudio
diferencial de género. La variable Zq se acompafia de una escala de color donde el amarillo indicaria una mayor
abundancia y el morado una menor abundancia en los grupos de obesas mayores de 45 afios vs. menores de 35
afios en el caso del estudio de edad; obesas diabéticas vs. no diabéticas en el caso del estudio de DM2; y mujeres
diabéticas vs. hombres diabéticos en el caso del estudio de género. Modificado de (Gomez-Serrano et al, 2016).
Para mas informacién acerca del calculo de las variables estadisticas puede consultarse la referencia del modelo
WSPP (Navarro et al, 2014).

Tabla S5 | Analisis de enriquecimiento de las proteinas de tejido con mayor abundancia (n=67) encontradas
exclusivamente en la comparacion de edad. Se indican las bases de datos de las que parten las anotaciones de
las distintas categorias funcionales. ‘N’ se refiere el nimero de DAPs que han sido asignadas a las

correspondientes categorias. El porcentaje (%) representa la proporcion de genes codificantes de las
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correspondientes categorias funcionales. Se muestra el listado de DAPs para cada categoria mediante el codigo de
acceso de UniProt. La magnitud del enriquecimiento viene dada por el correspondiente Fold enrichment y el p valor
indica el nivel de significacion estadistica. Solo se muestran aquellas categorias con p < 0,05. En gris, se sefialan

aquellas categorias expuestas en la Tabla 7. Adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Tabla S6 | Andlisis de enriquecimiento de las proteinas de tejido con menor abundancia (n=88) encontradas
exclusivamente en la comparacion de edad. Se indican las bases de datos de las que parten las anotaciones de
las distintas categorias funcionales. ‘N’ se refiere el nimero de DAPs que han sido asignadas a las
correspondientes categorias. El porcentaje (%) representa la proporcion de genes codificantes de las
correspondientes categorias funcionales. Se muestra el listado de DAPs para cada categoria mediante el cédigo de
acceso de UniProt. La magnitud del enriquecimiento viene dada por el correspondiente Fold enrichment y el p valor
indica el nivel de significacién estadistica. Solo se muestran aquellas categorias con p < 0,05. En gris, se sefialan
aquellas categorias expuestas en la Tabla 7. Adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Tabla S7 | Andlisis de enriquecimiento de las proteinas de tejido con mayor abundancia (n=41) encontradas
exclusivamente en la comparacion de DM2. Se indican las bases de datos de las que parten las anotaciones de
las distintas categorias funcionales. ‘N’ se refiere el nimero de DAPs que han sido asignadas a las
correspondientes categorias. El porcentaje (%) representa la proporcion de genes codificantes de las
correspondientes categorias funcionales. Se muestra el listado de DAPs para cada categoria mediante el codigo de
acceso de UniProt. La magnitud del enriquecimiento viene dada por el correspondiente Fold enrichment y el p valor
indica el nivel de significacién estadistica. Solo se muestran aquellas categorias con p < 0,05. En gris, se sefialan

aquellas categorias expuestas en la Tabla 8. Adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Tabla S8 | Andlisis de enriquecimiento de las proteinas de tejido con menor abundancia (n=52) encontradas
exclusivamente en la comparacién de DM2. Se indican las bases de datos de las que parten las anotaciones de
las distintas categorias funcionales. ‘N’ se refiere el nimero de DAPs que han sido asignadas a las
correspondientes categorias. El porcentaje (%) representa la proporcion de genes codificantes de las
correspondientes categorias funcionales. Se muestra el listado de DAPs para cada categoria mediante el codigo de
acceso de UniProt. La magnitud del enriquecimiento viene dada por el correspondiente Fold enrichment y el p valor
indica el nivel de significacién estadistica. Solo se muestran aquellas categorias con p < 0,05. En gris, se sefialan

aquellas categorias expuestas en la Tabla 8. Adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Tabla S9 | Andlisis de enriquecimiento de las proteinas de tejido con mayor abundancia (n=66) encontradas
exclusivamente en la comparacion de género. Se indican las bases de datos de las que parten las anotaciones
de las distintas categorias funcionales. ‘N’ se refiere el nimero de DAPs que han sido asignadas a las
correspondientes categorias. El porcentaje (%) representa la proporcion de genes codificantes de las
correspondientes categorias funcionales. Se muestra el listado de DAPs para cada categoria mediante el codigo de
acceso de UniProt. La magnitud del enriquecimiento viene dada por el correspondiente Fold enrichment y el p valor
indica el nivel de significacién estadistica. Solo se muestran aquellas categorias con p < 0,05. En gris, se sefialan

aquellas categorias expuestas en la Tabla 9. Adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Tabla S10 | Analisis de enriquecimiento de las proteinas de tejido con menor abundancia (n=56) encontradas

exclusivamente en la comparacion de género. Se indican las bases de datos de las que parten las anotaciones
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de las distintas categorias funcionales. ‘N’ se refiere el nimero de DAPs que han sido asignadas a las
correspondientes categorias. El porcentaje (%) representa la proporcion de genes codificantes de las
correspondientes categorias funcionales. Se muestra el listado de DAPs para cada categoria mediante el codigo de
acceso de UniProt. La magnitud del enriquecimiento viene dada por el correspondiente Fold enrichment y el p valor
indica el nivel de significacién estadistica. Solo se muestran aquellas categorias con p < 0,05. En gris, se sefialan

aquellas categorias expuestas en la Tabla 9. Adaptada de (Gomez-Serrano et al, 2016).

Tabla S11 | Listado de proteinas de VAT coordinadamente moduladas en el estudio diferencial de edad. Se
muestra el listado de proteinas para la categoria menos redundante de cada cluster mediante el cddigo de acceso
de UniProt y su simbolo. El valor Zq asociado aparece en una escala de color amarillo-morado (mayor 0 menor
abundancia con la edad) donde puede observarse la progresion y dinamica del cambio. Las categorias sefialadas

en gris se corresponden a las curvas sigmoideas representadas en la Figura 22B.

Tabla S12 | Listado de proteinas de VAT coordinadamente moduladas en el estudio diferencial de DM2. Se
muestra el listado de proteinas para la categoria menos redundante de cada cluster mediante el cddigo de acceso
de UniProt y su simbolo. El valor Zq asociado aparece en una escala de color amarillo-morado (mayor 0 menor
abundancia asociada a DM2) donde puede observarse la progresion y dinamica del cambio. Las categorias
sefialadas en gris se corresponden a las curvas sigmoideas representadas en la Figura 24B.

Tabla $13 | Listado de proteinas de VAT coordinadamente moduladas en el estudio diferencial de género. Se
muestra el listado de proteinas para la categoria menos redundante de cada cluster mediante el cddigo de acceso
de UniProt y su simbolo. El valor Zq asociado aparece en una escala de color amarillo-morado (mayor abundancia
en mujeres u hombres, respectivamente) donde puede observarse la progresion y dinamica del cambio. Las

categorias sefialadas en gris se corresponden a las curvas sigmoideas representadas en la Figura 28B.

Tabla S14 | Péptidos identificados en las muestras de mitocondrias de adipocitos bajo FDR 1%. Se muestran
las secuencias peptidicas identificadas para las distintas proteinas (descritas en formato FASTA) junto con el
numero correspondiente de espectros de fragmentacion. También se indican los tipos de péptido identificados de
acuerdo a sus modificaciones. M#, oxidacion de metionina (+ 15,9949 Da); C@, carbamidometilacién de cisteina (+
57,0215 Da); C*, modificacion MMTS de cisteina (+ 45.9877 Da); K*, marcaje iTRAQ 4-plex de lisina (+ 144,1021
Da). nonCys, péptidos sin cisteinas; redCys, péptidos con cisteinas reducidas; oxCys, péptidos con cisteinas
oxidadas; redoxCys, péptidos con cisteinas reducidas y oxidadas; freeCys, péptidos con cisteinas sin modificacion.

Tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Tabla $15 | Proteinas identificadas en las muestras mitocondrias de adipocitos. Se muestran los cédigos de
acceso de UniProt, la descripcion en formato FASTA de la proteinas y los correspondientes nombres de los genes
que las codifican (N/A se refiere a los genes no identificados, del inglés Not Assigned). Adicionalmente, se muestran
el nimero de péptidos Unicos y los espectros de fragmentacidn correspondientes. La FDR de identificacion se fijé al

1%. Tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Tabla S16 | Andlisis de enriquecimiento del proteoma mitocondrial de los adipocitos. El enriquecimiento se
realizd con el listado de las 706 proteinas bona fide identificadas. ‘N’ se refiere el nimero de proteinas que han sido

asignadas a las correspondientes categorias. El porcentaje (%) representa la proporcion de genes codificantes en
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las correspondientes categorias funcionales. La magnitud del enriquecimiento viene dada por el correspondiente
Fold enrichment y el p valor indica el nivel de significacion estadistica. Solo se muestran aquellas categorias con p <
0,05. Las celdas coloreadas en naranja sefialan los procesos bioldgicos representados en la Figura 33B.

Tabla S17 | Proteinas mitocondriales cuantificadas bajo el modelo WSPP. Se muestran los cédigos de acceso
de UniProt, la descripcion en formato FASTA de las proteinas y los valores estadisticos asociados. X’q se calcula
como la media ponderada de los péptidos que cuantifican cada proteina corregida por el valor de la supermedia
(que es la media ponderada de los valores para todas las proteinas). Wq se refiere al peso estadistico asociado a
cada proteina, calculado a partir de los correspondientes pesos estadisticos de los péptidos y la varianza a nivel de
proteina (el pesos estadistico es la inversa de la varianza). Zq es la variable estandarizada, que se define como el
ratio logaritmico (en base 2) de la media X'q expresada en unidades de desviacion estandar. FDRq muestra la tasa
de error a nivel de proteina. (1) indica los datos procedentes de los marcajes iTRAQ 116 vs. 117 o que dan lugar al
estudio diferencial de edad y (2) indica 114 vs. 116 o estudio diferencial de DM2. La variable Zq se acompafia de
una escala de color donde el amarillo indicaria una mayor abundancia y el morado una menor abundancia en los
grupos de obesas mayores vs. menores en el caso del estudio de edad, y obesas diabéticas vs. no diabéticas en el
caso del estudio de DM2. nonCys, péptidos que no contienen cisteinas y a partir de cuyos espectros de
fragmentacion se calculé la abundancia de las proteinas, de acuerdo al método descrito previamente (Martinez-
Acedo et al, 2012). Tomada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Tabla $18 | Listado de proteinas mitocondriales moduladas coordinadamente en el estudio diferencial de
edad. Se muestra el listado de proteinas para la categoria menos redundante de cada cluster mediante el cédigo de
acceso de UniProt y su simbolo. El valor Zq asociado aparece en una escala de color amarillo-morado (mayor o
menor abundancia con la edad) donde puede observarse la progresién y dinamica de la respuesta. Las categorias

se corresponden a las curvas sigmoideas representadas en la Figura 35B.

Tabla $19 | Listado de proteinas mitocondriales moduladas coordinadamente en el estudio diferencial de
DM2. Se muestra el listado de proteinas para la categoria menos redundante de cada cluster mediante el codigo de
acceso de UniProt y su simbolo. El valor Zq asociado aparece en una escala de color amarillo-morado (mayor o
menor abundancia asociada a DM2) donde puede observarse la progresion y dinamica de la respuesta. Las

categorias sefialadas corresponden a las curvas sigmoideas representadas en la Figura 37B.

Tabla S20 | Andlisis de enriquecimiento de la red de proteinas relacionadas con la Respuesta a los niveles
de oxigeno desregulada en DM2. El conjunto de proteinas se sometié a un andlisis de redes mediante la
plataforma STRING (Szklarczyk et al, 2015). Diferentes categorias KEGG (Kanehisa et al, 2004) se enriquecieron
significativamente a partir del interactoma (formado por proteinas validadas experimentalmente bajo un umbral de
confianza del 0,95). Las celdas grises remarcan aquellas categorias citadas en el texto. Se muestran aquellas

categorias con valoresde n>5y p < 0,01.

Tabla S21 | Anélisis de enriquecimiento de la red de proteinas relacionadas con la Cascada de sefializacion
intracelular desregulada en DM2. El conjunto de proteinas se someti6 a un andlisis de redes mediante la
plataforma STRING (Szklarczyk et al, 2015). Diferentes categorias KEGG (Kanehisa et al, 2004) se enriquecieron

significativamente a partir del interactoma (formado por proteinas validadas experimentalmente bajo un umbral de
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confianza del 0,95). Las celdas grises remarcan aquellas categorias citadas en el texto. Se muestran aquellas

categorias con valoresde n>5y p < 0,01.

Tabla S22 | Cuantificacion de los modificaciones oxCys identificadas en las muestras de mitocondrias de
adipocitos. Se muestran las secuencias peptidicas en las que se identificaron residuos oxidados de cisteinas
(oxCys) y las proteinas a las que pertenecen. La posicion de la modificacion (residuo Cys) también se indica.
Ademas del ratio de cambio a nivel de péptido, se indica también el ratio de cambio a nivel de la proteina a la que
pertenecen. Zp es la variable estandarizada a nivel de péptido en términos de desviacién estdndar. FDRp muestra
la tasa de error de cuantificacion a nivel de péptido. Zq es la variable estandarizada a nivel de proteina en términos
de desviacion estandar. (1) indica los datos procedentes de los marcajes iTRAQ 116 vs. 117 o que dan lugar al
estudio diferencial de edad y (2) indica 114 vs. 116 o estudio diferencial de DM2. La variable Zp se acompafia de
una escala de color donde el rojo indicaria una mayor abundancia del péptido (mayor oxidacion) y el azul una menor
abundancia del péptido (menor oxidacion) en las obesas mayores de 45 afios vs. menores de 35 afios en el caso del
estudio de edad, y las obesas diabéticas vs. no diabéticas en el caso del estudio de DM2. La escala amarillo-morado
indicaria la misma relacion mayor-menor a nivel de abundancia de la proteina. M#, oxidacion de metionina (+
15,9949 Da); C*, modificacion MMTS de cisteina o residuo oxCys (+ 45.9877 Da); KA, marcaje iTRAQ 4-plex de
lisina (+ 144,1021 Da). Modificada de (Gomez-Serrano et al, 2017).

Tabla S23 | Andlisis de enriquecimiento de las proteinas oxCys identificadas en las muestras de
mitocondrias de adipocitos. El enriquecimiento se realizé con las proteinas en las que se habian identificado
residuos oxCys (n=116). ‘N’ se refiere el nimero de proteinas que han sido asignadas a las correspondientes
categorias. La magnitud del enriquecimiento viene dada por el correspondiente Fold enrichment y el p valor indica el
nivel de significacion estadistica. Solo se muestran aquellas categorias con p < 0,01. Modificada de (Gomez-Serrano
et al, 2017).
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