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Resumen

Introduccién: EL consumo de fructosa ha aumentado en los Gltimos afios, y se ha relacionado con enfermedades
metabdlicas. A su vez el alto consumo de fructosa produce cambios en la expresion de proteinas que modifican los
procesos y vias metabadlicas.

Objetivo: Analizar el cambio de expresion de proteinas en el higado de ratones alimentados con fructuosa, mediante
analisis bioinformatico de ontologia génicay vias metabdlicas.

Metodologia: Se realiz6 un estudio en ratones macho, se formaron dos grupos (n = 4/grupo), un grupo control (HC)
recibié dieta estandar y un grupo fructosa (HF) que recibi6 dieta estandar y fructosa al 30% (peso/volumen) durante 15
semanas. Se realiz6 analisis bioinformatico, con las proteinas identificadas con cambio de expresion, luego se realizd
analisis del interactoma mediante la base de datos STRING (v. 11.0). Posteriormente las proteinas resultantes del
interactoma fueron analizadas mediante analisis de ontologia génica en términos de proceso biolégico, funcion
molecular y componente celular en la base de datos DAVID (v. 6.8). Ademas, las proteinas se analizaron de acuerdo
con las vias de la enciclopedia de genes y genomas de Kioto (KEGG).

Resultados: Se encontraron 77 proteinas expresadas diferencialmente entre los grupos control y fructosa. EL analisis
ontolégico de acuerdo con el componente celular mostro que las proteinas se encuentran en membrana, exosoma
extracelular y mitocondria; mientras que de acuerdo con las funciones moleculares encontramos proteinas
involucradas en el proceso de unién de poli-ARN, en el componente estructural del ribosoma y en la actividad
oxidorreductasa; también se encontraron proteinas que participan en transporte, proceso de oxido-reduccion y
traduccion. Ademas, segln las vias KEGG las proteinas que se encontraron con cambios de expresion participan en
alteraciones de la fosforilacion oxidativa, del metabolismo de lipidos y carbohidratos, y el desarrollo de enfermedad
del higado graso no alcohdlico.

Conclusién: El alto consumo de fructuosa modifica la expresion de proteinas del higado, tanto en los componentes
celulares, su funciéon molecular y los procesos biologicos. Igualmente altera vias metabdlicas como la via PPAR, el
metabolismo de lipidos, metabolismo de carbohidratos y la fosforilacion oxidativa que pueden llevar al desarrollo de
patologias metabdlicas y enfermedades como el higado graso no alcohélico.

Palabras clave: fructosa; higado; analisis bioinformatico; metabolismo de lipidos, via PPAR.
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Introduccion

El consumo de fructosa ha aumentado en los Gltimos afios debido al incremento del uso de sacarosay jarabe de maiz
con alto contenido de fructosa en los alimentos procesados (Zhao et al., 2020). La ingesta alta en fructosa ocasiona
desérdenes en el metabolismo de lipidos, sintomas gastrointestinales (Basciano et al., 2005), hipertension, dislipidemia,
enfermedad del higado graso no alcohdlico, diabetes tipo 2, aterosclerosis y cancer (Hannou et al,, 2018).

La fructosa ingerida es absorbida en el intestino delgado y pasa a torrente sanguineo(Hannou et al, 2018).
Posteriormente, llega al higado donde se metaboliza la mayor parte y es regulado por tres enzimas: la fructocinasa
(KHK), la aldolasa B (ALDOB) y la triosa cinasa (Van den Berghe, 1994), generando metabolitos y subproductos que
participan en diversas rutas metabdlicas relacionadas con la glucosa, lactato, acidos grasos libres, triglicéridos, VLDL-
TG, diacilglicerol, ceramida, acido Urico y metilglioxal (Zhang et al,, 2017). Ademas, una parte de la fructélisis resulta en
la formacién de acido Urico (Berghe et al., 1977), que produce estrés mitocondrial oxidativo e inhibe la oxidacion de
acidos grasos, dando como resultado la estimulacién de la lipogénesis de novo(Lanaspa et al,, 2012).

La capacidad de las células para adaptarse a los cambios del entorno se da gracias al cambio en la expresion de
proteinas (Causton et al., 2001). En un estudio realizado en ratones con dieta alta en grasas (DAG) y dieta alta en fructosa
(DAF) al 30% (p/v) por 10 semanas, se report6é aumento de las enzimas que regulan la sintesis de acidos grasos, como
el trifosfato de adenosina (ATP), la citrato liasa (ACLY), y la acetil-CoA carboxilasa 1 (ACC1) (Softic et al., 2017). También,
se ha reportado en ratones con DAF durante 11 semanas, incremento de la lipogénesis, la via inflamatoria y la via pro-
apoptética (Ciro-Ramirez & Gutiérrez-Vargas, 2020). Ademas, se ha estudiado en ratones con DAF el cambio de
expresion de proteinas involucradas en procesos inflamatorios y lipogénico, generando el aumento en la expresion de
la proteina quimiotactica de monocitos-1(MCP-1), del receptor tipo Toll 4 (TLR4), de la interleucina-1 beta (IL-1B), del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la cido graso sintasa (FAS), la glicoproteina plaquetaria 4 (CD36) y la proteina
de unién a elementos reguladores de esteroles 1(SREBP1) en el higado (Do et al., 2018). Estos estudios se han enfocado
a analizar el efecto de la fructosa sobre el cambio de expresion en diversos procesos puntuales. Sin embargo, sera
interesante abordarlo de manera general.

Para evaluar los efectos que tiene el alto consumo de fructosa sobre las proteinas, se realizé un analisis bioinformatico
sobre las proteinas con cambio de expresion en el higado de ratones con DAF para comprender las alteraciones
globales generadas por la fructosa sobre los procesos biolégicos.

Metodologia

Diseno experimental, modelo animal y tratamiento con fructosa

Se llevo a cabo un estudio prospectivo y comparativo para realizar un analisis bioinformatico que evalle el cambio de
expresion de proteinas hepaticas y su importancia de acuerdo con la ontologia génica y vias KEGG (Enciclopedia Kioto
de genes y genomas por sus siglas en inglés) en ratones macho de seis semanas de edad de la cepa C57BL6J adquiridos
en la Unidad de Produccion de Animales de Laboratorio del CINVESTAV IPN y mantenidos en el bioterio de la Division
de Ciencias de la Salud de la Universidad de Guanajuato siguiendo los lineamientos correspondientes. EL presente
protocolo fue aprobado por el comité de Bioética de la Universidad de Guanajuato con el nimero CIBIUG-P28-2017.
Los ratones fueron separados en grupo control (HC) y fructosa (HF) (Xie, 2017) (n=4 por grupo) y se mantuvieron en
condiciones estandar durante 15 semanas, con ciclos de luz/oscuridad de 12 h/12h, a una temperatura de 25 + 2 °C, 50
% humedad y alimento estandar a libre demanda (LabDiet 5001 Rodent Diet 28.5% proteinas, 13.5% grasa, 58%
carbohidratos; 466 kcal/100g); ademas, al grupo fructosa (HF) se le administré fructosa al 30% (peso/volumen) (120
kcal/100mL) en el agua de beber ad libitum. Posteriormente se analiz6 a las proteinas con cambio de expresion en el
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higado de los ratones mediante identificacion por LC-MS-MS (Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem) y se cuantificaron por medio de la técnica libre de etiquetas para su analisis bioinformatico.

Determinacion de variables bioguimicas y extraccion del higado

Al término del tratamiento los ratones fueron pesados a las 20:00 horas en una balanza granataria para obtener su
peso basal y final, ademas se dejaron en ayuno por 8 horas y fueron anestesiados mediante inhalaciéon en camara
cerrada de isoflurano para posteriormente ser sacrificados por decapitacion, en ese momento se determinaron la
concentracion de glucosa sérica y colesterol total sérico; seguidamente se extrajo el higado de los ratones para ser
lavado con solucién amortiguadora [Tris/HCL 20 mM, EDTA 10 mM, DTT 2 mM, pH 7.8 y FMSF (Fenilmetilsulfonil
fluoruro) 2 mM] e inhibidor de proteasas (mini complete, Roche, México), luego fue almacenado a -80 °C en esta misma
solucion amortiguadora hasta su uso.

Extraccion, cuantificacion y perfil electroforético de las proteinas.

Para obtener las proteinas hepaticas, se homogeneizé un gramo de higado en un tubo Potter a 4°C con solucién
amortiguadora de extraccion de proteina (Sacarosa 0.7 M, Tris 0.5 M, KClL 30 mM, EDTA 50 mM, 2-B-mercaptoetanol 2
%, PVPP 12 mg/mL, a 4 °C) e inhibidor de proteasas (mini complete, Roche, México). Luego se hizo la extraccion fendlica
con gradiente de centrifugacion diferencial como se describié por Hurkman W y cols. 1986 (Hurkman & Tanaka, 1986);
a continuacion, la proteina fue secada y re suspendida en 300 pL de solucién amortiguadora de lisis (Urea 7 M, tiourea
2 M, CHAPS 4 %, TBP 2 mM, anfolinas 2 %, DTT 60mM) para su cuantificacion mediante el método de Bradford
modificado (Zor & Selinger, 1996). Se hizo la curva estandar y un patron electroforético para garantizar la calidad de las
proteinas y su adecuada separacion; para esto se utilizaron 20 ug de proteina por muestra por carril, en un gel de
poliacrilamida al 12 % en condiciones desnaturalizantes de 7 cm, a un voltaje de 120 V/h, y tefido con azul de Coomassie.
Después se corrobor6 que la cantidad de proteina cargada fuera la misma en cada muestra con el software Imagelab
(Biorad, México).

Preparacion de la muestra y pre-fraccionamiento de péptidos por LC.

El tamario de la muestra para el analisis se basd en los resultados obtenidos del cambio de expresion de ACC del estudio
de (Maithilikarpagaselvi et al.,, 2016), el cual fue n = 3 por grupo. La muestra se prepar6 segln se describié por
(Fernandez-Coto et al., 2018), utilizando 100 pg de proteinas por muestra, se sometieron a alquilacién, se lavarony el
precipitado resultante se solubilizé. La muestra fue incubada con tripsina para posteriormente eliminar el SDSy el SDC,
y finalmente secar la mezcla de péptidos en el equipo Speed Vac Plus de Savant (Thermo Fischer Scientific E.U.A).
Para pre-fraccionar las mezclas de péptidos se sometieron a cromatografia de fase inversa a pH alto en una columna
(18-XTERRA MS (3,9 * 150 mm) de Waters (EE. UU.), utilizando una bomba binaria HPLC (Waters, E.U.A.). Se obtuvieron
60 fracciones, que fueron agrupadas en 15 fracciones finales, cada una compuesta de fracciones incrementadas en 15.
Cada fraccion final fue secada, desalada, y secada nuevamente para luego almacenarla a -80 °C hasta su analisis por
LC-MS/MS (Fernandez-Coto et al,, 2018).
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Andlisis de expresion diferencial de proteinas mediante LC-MS/MS.

Los péptidos fueron disueltos y separados en un sistema Dionex UltiMate 3000 ESLC nano UPLC acoplado a un
espectrémetro de masas de alta resolucion Q-Exactive (Thermo Fischer Scientific, E.U.A.).

La identificacién y cuantificacion de las proteinas se realizd6 mediante el software MaxQuant v1.6.7.0 (Tyanova et al.,
2016). Se seleccion6 como enzima de digestion la tripsina y la carbamidometilcisteina como modificacion fija. Se
acetilaron y oxidaron las proteinas N-terminales (M) como modificaciones variables. Se utilizd el proteoma de ratén
UP000000589 del repositorio de UniProt como base de datos para la identificacion de proteinas. Para considerar como
proteinas correctamente identificadas, se aceptaron Unicamente aquellas con al menos dos péptidos Gnicos y un
péptido Unico. Se reportd un porcentaje de falsos positivos = 1%, basado en la estrategia de sefiuelo objetivo para
garantizar la calidad de identificaciones.

La cuantificacion relativa de proteinas se realizd mediante la técnica libre de etiqueta (Label free) (Tyanova et al,, 2016);
se reportaron los datos cuantitativos solo para proteinas con al menor dos péptidos Unicos identificado/cuantificados.
Los datos cuantitativos fueron utilizados para comparar los perfiles de abundancia de proteinas entre las muestras. Se
compararon los dos grupos usando los datos de abundancia de las proteinas del higado de ratones de las 3 réplicas.
Para evaluar las relaciones entre los grupos, se realiz6 analisis de agrupamiento jerarquico para evaluar las diferencias
entre los grupos.

Andlisis bioinformdtico.

Las proteinas identificadas con un cambio de expresion fueron cargadas en la base de datos Search Tool for the
Retrieval of Inter-acting Genes/Proteins (STRING) (Szklarczyk et al., 2015) v. 11.0 con los pardmetros: puntuacion de
interacciéon minima de 0.400. interactores directos 10 e interactores secundarios 10; con la finalidad de generar un mapa
de las interacciones proteicas. Posteriormente se cargaron las proteinas con cambios de expresion mas las proteinas
con las que presentaban interaccién en Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) (Huang
et al,, 2009) v. 6.8 para el analisis ontolégico de las proteinas considerando los términos de proceso bioldgico, funcion
molecular y componente celular. Ademas, las proteinas se analizaron de acuerdo con las vias metabdlicas, de
sefializacion e interacciones mediante las vias KEGC.

Andlisis estadistico.

Se hizo un analisis de la normalidad de los datos bioquimicos y peso corporal a través de la prueba de Shapiro Wilks y
la homogeneidad de varianza por medio de la prueba de Levene. Posteriormente, se realizd ANOVA de una via seguido
del post hoc de Tukey para encontrar las diferencias entre los grupos, tomando como significativa una p < 0.05. Los
valores fueron reportados como la media + desviacion estandar (DE) y se utilizo el Software SPSS 23 (IBM® SPSS®
Statistics). EL cambio de expresion de proteinas entre los grupos fue calculado utilizando la prueba T de Student
considerando significativa una p< 0.05y veces de cambios = 1.5; los resultados son presentados en graficos de volcan.
Usando la abundancia de las proteinas expresadas diferencialmente se realizd un analisis de agrupacion jerarquica
utilizando la correlacion de Pearson por medio del software Perseus v1.6.15.0.
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Resultados

Los ratones alimentados con fructosa presentaron mayor ganancia de peso corporal respecto al grupo control (HF =
11.0+1.6gvsHC=6.1+14 g p <0.007), mientras que la concentracién de glucosa sérica es similar entre los grupos. Por
su parte, la concentracién de colesterol total sérico en los ratones alimentados con fructosa es mayor que en el grupo
control (156.1+10.0 g vs 110.3 £ 7.4 g, p < 0.001).

Se hizo un analisis de agrupamiento jerarquico para evaluar la correlacion de la expresion de proteinas entre los grupos
fructosa (HF) y control (HC) como se muestra en la Figura 1. Se encontr6 que los ratones del grupo HF estan altamente
correlacionados entre si aligual que los ratones del grupo C. Sin embargo, el grupo HF y el grupo C muestran una menor
correlacién entre ellos. Esto indica que, la fructosa produce una variacion en el perfil de expresion de las proteinas con
respecto a los ratones control.

Se encontraron 77 proteinas expresadas diferencialmente entre los grupos HF y HC como se muestra en Figura 2y en
el Anexo 1. Se encontraron 4 proteinas que disminuyeron y 73 proteinas que aumentaron su expresion.

b T b T T =
S S S il - T

(HC)

(HC)

- (HC)

(HF)

(HF)

(HF)

0.7 D 1.0 Correlacion de Pearson
Figura 1. Andlisis de agrupamiento jerarquico mediante mapa de calor. Andlisis de la correlacion de los grupos HF respecto a

HC con base a la intensidad de las proteinas y el mapa de calor con la correlaciéon de Pearson de las intensidades de las
muestras. HF= grupo fructosa, HC= grupo control.
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Figura 2.- Andlisis de los cambios de expresion de las proteinas mediante graficos de volcan. Comparacion de las proteinas del
grupo fructosa (HF) respecto al grupo control (HC). Se encontraron 4 proteinas que disminuyeron (verde) y 73 proteinas que
aumentaron (rojo) su expresién en el grupo HF respecto al grupo HC. Se consideraron cambios de expresion aquellos con una
p< a 0.05 y veces de cambio = 1.5. En el eje de las “x” se muestra la diferencia como el logaritmo de base 2 de la relacién de

()]

proteinas entre los grupos y en el eje “y” el valor de p es presentado como menos logaritmo del valor de p.

A partir de las proteinas con cambios de expresion (Anexo 1) se hizo el andlisis bioinformatico de acuerdo con ontologia
génica de componente celular, funcion molecular y proceso biolégico. En la Figura 3A se muestran los resultados de
componente celular; la mayoria de las proteinas con cambio de expresion en el grupo tratado con fructosa respecto al
grupo control estan en membrana, exosoma extracelular, mitocondria, citosol, cadena respiratoria y ribosoma. De
acuerdo con la funciéon molecular, las proteinas se agrupan principalmente en unién de poli(A) RNA, constituyente
estructural, actividad de 6xido-reductasa, actividad de NADH deshidrogenasa (ubiquitina) y actividad catalitica como se
muestra en la Figura 3B. Las proteinas con expresion diferencial en el grupo HF respecto al HC, participan
principalmente en los biolégicos de transporte, proceso de éxido-reduccion, traduccion y proceso metabdlico de
lipidos.
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Figura 3.- Andlisis de ontologia génica A) Componentes Celulares: se muestran el nimero de proteinas que se encontraron
con un cambio de expresidn de acuerdo con el componente celular en el que estan incluidos. B) Funcién Molecular: se
muestran el nimero de proteinas que se encontraron con un cambio de expresion de acuerdo con la funciéon molecular de la
gue forman parte. C) Proceso Biologico: se muestran el nimero de proteinas que se encontraron con un cambio de expresion
de acuerdo con el proceso biolégico en el que estan involucradas.

Discusion

Se realiz6 un analisis bioinformatico global sobre las proteinas con cambio de expresion en el higado de los ratones con
DAF y se encontraron 77 proteinas con cambio de expresion de las cuales la mayoria se observaron sobre expresadas;
y participan en procesos metabélicos de lipidos, procesos metabélicos de carbohidratos, y procesos de oxidorreduccion.
(R6NN et al, 2013), realizaron un estudio en ratas hembra alimentadas con DAF, donde encontraron incrementada la
concentracién de triglicéridos, la expresion de la apolipoproteina A-1(APOAT) y la HDL. En otro estudio realizado enratas
alimentadas con DAF se evalud el deterioro en la transduccion hepatica en la sefial de leptina y se observo que
disminuyo la actividad de PPARq, la cual regula el metabolismo de lipidos y carbohidratos en el higado(Roglans et al.,
2007). Nuestros hallazgos concuerdan con los estudios antes mencionados debido a que encontramos modificada la
expresion de proteinas implicadas en la via PPAR (EHHADH, CYP4A10, APOA1y ACAA1B. Ver Figura 4), y que a su vez
regulan el metabolismo de lipidos.

Por otro lado, los hallazgos acerca del aumento en a actividad de 6xido-reduccion concuerdan con el estudio de
(Lanaspa et al, 2012) en el que se reporta que el acido Grico incrementa la grasa en los hepatocitos mediante la
estimulacién del estrés oxidativo mitocondrial que bloquea la actividad de la aconitasa (ACO) e incrementa el citrato y
con ello estimula la lipogénesis. Esto explica el aumento de expresién en proteinas involucradas con el metabolismo
de acidos grasos, asi como el aumento de peso y el colesterol total sérico en los ratones estudiados en esta
investigacion.
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Dentro del analisis de las vias KEEG, sobre el metabolismo de lipidos como se muestra en a Figura 4. Las proteinas que
tuvieron un aumento de expresion son la ATP-citrato sintasa (ACLY) la cual se aument6 12.3 veces y la 3-oxoacil-
[proteina transportadora de acilo] sintasa, mitocondrial (OXSM) con un aumento de 2.2 veces, ambas enzimas estan
relacionadas con la biosintesis de acidos grasos (Softic et al., 2020), lo que indica que los metabolitos intermediarios de
la fructosa (como el acetil-CoA) se estan dirigiendo en gran parte a la lipogénesis de rovo, ya que en el analisis de las
variables bioquimicas se observo un aumento en el colesterol total sérico, ademas se observé un aumento en las
enzimas 3-cetoacil-CoA tiolasa B (ACAA1B), enzima bifuncional peroxisomal (EHHADH) y enoil-CoA delta isomerasa 1,
mitocondrial (ECI1), aumentadas 1.9 veces. Estas proteinas participan en la degradacion de acidos grasos, su aumento
puede ser una respuesta para tratar de regular la homeostasis de los lipidos hepaticos, ya que el aumento de lipidos
generado por la DAF provoca un desequilibrio entre el almacenamiento y la eliminacién de lipidos (Ipsen et al.,, 2018).
En los resultados de este analisis bioinformatico encontramos proteinas con cambio de expresion que participan en
varias vias metabdlicas simultaneamente, sobre todo aquellas relacionadas con la fosforilacion oxidativa y la
enfermedad de higado graso no alcohdlico. Algunas de estas proteinas son: NDUFA8, NDUFB7, NDUFAT1, COXALl1,
UQCR11 y ATPSH (ver figura 4). Todas las proteinas que encontramos relacionadas con la fosforilacion oxidativa se
encuentran con un aumento de expresion. La fructosa genera estrés oxidativo hepatico mediante varios mecanismos
y produce cien veces mas especies reactivas de oxigeno (ROS) que el metabolismo de la glucosa; Al fosforilarse este
carbohidrato mediante una reacciéon dependiente de ATP ocurre un descenso del fosfato que resulta en sintesis de
acido Urico que estimula la produccion ROS 3; produccion de triglicéridos? y metilglioxal (MG), que altera la sefalizacion
de lainsulinay ocasiona estrés celular2. Los efectos deletéreos del consumo de fructosa no dependen exclusivamente
del estrés oxidativo, sin embargo, si tiene un papel importante.

La ATP sintasa de membrana mitocondrial (ATP5H) cumple la funcién de catalizar la reaccién de ADP a ATP (Kim et al,,
2006) y se encuentra aumentada en 1.7 veces probablemente como un mecanismo compensatorio en respuesta al
exceso de fosforilacion. El resto de las proteinas participan en la cadena de transporte de electrones mitocondrial en
sus multiples complejos y se encuentran sobre expresadas por el aumento del metabolismo de la fructosa. Esto nos
demuestra que los procesos de oxidacion tienen un papel fundamental en el desarrollo de las complicaciones
ocasionadas por el consumo de la fructosa.
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Figura 4. Andlisis bioinformaético del interactoma de las proteinas con cambio de expresién en el grupo HF respecto al grupo
HC. Cada nodo representa una proteina y cada linea representa una interaccion (interacciones conocidas, y/o predichas). En
verde son las proteinas relacionadas con la traduccion. En azul las proteinas relacionadas con la fosforilacion oxidativa. En rojo
las proteinas implicadas en la enfermedad de higado graso no alcohdlico, en rosa las proteinas implicadas en el metabolismo
de lipidos, en amarillo las proteinas implicadas en la via PPAR y en café las proteinas implicadas en el metabolismo de
carbohidratos.

Nuestros hallazgos relacionados al metabolismo de carbohidratos muestran un aumento en la expresion de glucosa-
6-fosfato isomerasa (GPI1) y la piruvato cinasa (PKLR). En el analisis se puede observar cémo existe un aumento de 11.1
veces de la PKLR, implicada para la sintesis del piruvato y se relaciona de igual forma con el metabolismo de acidos
grasos al formar parte de la sintesis de Acetil-CoA (Zhang et al,, 2017), por lo que se espera un aumento de acidos
grasos libres; esto concuerda con los resultados obtenidos en otro estudio en ratones con DAF y DAG, en el que
aumento la concentracion de acidos grasos y la expresion de la ATP citrato liasa (ACLY), la acetil-CoA carboxilasa a
(ACACA), la acido graso sintasa (FAS) y la estearoil-CoA desaturasa 1(SCD1); proteinas implicadas en la lipogénesis de
novo (Softic et al., 2017).

En otros estudios se ha encontrado como la dieta alta en fructosa induce un aumento de la glucosa, condicionada
también por insensibilidad a la insulina (Softic et al, 2017),(Softic et al, 2020). Sin embargo, nuestros resultados
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muestran que la concentracion sérica de glucosa se mantiene similares entre los grupos HC y HF. Esto podria deberse
a que la fructuosa entra en la via de gluconeogénesis y no es regulado por la insulina.

Algunos estudios han evaluado el desarrollo de enfermedad de higado graso no alcohélico en ratas alimentadas con
una DAF encontrando aumento de la expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo de lipidos y
carbohidratos. (Mai & Yan, 2019) (DiNicolantonio et al,, 2017) (Jensen et al, 2018). De manera similar, encontramos
cambios en la expresion de proteinas involucradas en dichos metabolismos, que resultan en (a alteracion de la beta
oxidacién de acidos grasos y el aumento de 3 lipogénesis de novo; Todo esto indicaria que nuestros ratones corren un
alto riesgo de desarrollar enfermedad de higado graso no alcohélico.

En estudios futuros seraimportante realizar un analisis mas detallado del perfil lipidico de los ratones, con el propdsito
de corroborar qué tipo de lipoproteinas aumentan; medir la hemoglobina glicada (HbAlc) como indicador de
hiperglucemia; evaluar las concentraciones de insulinay leptina para observar posibles alteraciones hormonales; medir
reactantes de fase aguda y biomarcadores de inflamacién hepatica (TP, PCR, LDH, FA, ALT, AST, etc.), asi como un
examen histologico del tejido hepatico para determinar de forma mas amplia la existencia o no de dafo histologico y
bioquimico del higado.

En conclusion, la dieta alta en fructosa modifica la expresion de proteinas del higado relacionadas con la via PPAR, el
metabolismo de lipidos, el metabolismo de carbohidratos y la fosforilacion oxidativa que pueden llevar al desarrollo
de enfermedades metabélicas y enfermedad de higado graso no alcohdlico.
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proteinas con cambios de expresion
Simbolo

Anexo 1.- Tabla de

Nombre de la proteina Ng. de A dela (::S PM N P
UniProtkB proteina [%1 IkDal MS/MS
3-cetoacil-CoA tiolasa B, peroxisomal Q8VCHo ACAA1B 66.7 42 280 0.010 19
ATP-citrato sintasa Qo1V92 ACLY 44.3 121 229 0.033 12.3
Acil-coenzima A tioesterasa 1 055137 ACOT1 31.9 46 56 0.001 10.3
Acil-coenzima A tioesterasa 13 QoCQR4 ACOT13 314 15 26 0.044 35
Proteina 3 relacionada con la actina Q99JY9 ACTR3 285 47 70 0.044 22
Serina-piruvato aminotransferasa, mitocondrial 035423 AGXT 290.8 44 47 0.043 -15.8
Apolipoproteina A-I Q00623 APOA1 45.5 31 400 0.007 26
Apolipoproteina E P08226 APOE 395 36 402 0.016 1.8
Receptor de la asialoglicoproteina 1 P34927 ASGR1 29.2 33 75 0.036 59
Proteina de transporte de cobre ATOX1 008997 ATOX1 58.8 7 39 0.042 17
Subunidad d de la ATP sintasa, mitocondrial QgDCX2 ATP5H 775 19 509 0.040 17
Basigina J3QP71 BSG 23.9 22 43 0.012 3.9
Proteina 1 asociada a adenilil ciclasa P40124 CAP1 23.6 52 23 0.021 31
Cadena ligera de la clatrina B Q6IRU5 CLTB 22.7 23 47 0.011 9.7
Subunidad del coatémero beta QoJIF7 COPB1 6.8 107 14 0.040 33
Citocromo ¢ oxidasa subunidad 4 isoforma 1, mitocondrial P19783 COX4l1 46.2 20 275 0.030 21
Citocromo P450 1A2 P00186 CYP1A2 481 58 193 0.022 -33
Citocromo P450 4A10 088833 CYP4A10 57.7 57 163 0.012 10.6
Diacilglicerol O-aciltransferasa 1 QQZ2A7 DGAT1 5 57 12 0.002 29
Enoil-CoA delta isomerasa 1, mitocondrial P42125 ECl1 38.8 32 290 0.040 1.9
Enzima bifuncional peroxisomal QgDBM2 EHHADH 74.4 78 1427 0.037 19
Factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4B Q8BGDg EIF4B 12 69 102 0.002 28
Proteina 5 similar a Fer-1 PoDM40 FER1L5 6 35 18 0.036 -2.4
Cadena beta de fibrinogeno Q8KOE8 FGB 36.2 55 114 0.040 3.2
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, mitocondrial Q64521 GPD2 271 83 52 0.023 16.0
Glucosa-6-fosfato isomerasa P06745 GPI 41.6 63 137 0.011 9.7
Histona H1.2 P15864 H2A 612 14 281 0.015 15
Histona H2A Q3THW5 H2AFV 312 14 28 0.046 33
Histona central macro-H2A1 Q9QZQ8 H2AFY 34.7 40 52 0.047 2.4
Subunidad alfa de la hemoglina A8DUV3 HBA Q0.1 15 1114 0.003 25
Subunidad beta de la hemoglobina A8DUK4 HBBT1 95.2 16 1162 0.025 19
Histona H1.2 Q55ZA3 HIST1H1C 25 21 66 0.025 21
Histona H1.3 P43277 HIST1H1D 24 22 21 0.001 4.3
Hidroximetilglutaril-CoA sintasa, mitocondrial P54869 HMGCS2 70.9 57 1543 0.038 29
Ribonucleoproteina nuclear heterogéenea U Q8VEK3 HNRNPU 151 88 60 0.014 35
Leucina - ARNL ligasa, citoplasmatica Q8BMJ2 LARS 1.9 134 4 0.008 35
Prelamina-A / C P48678 LMNA 388 74 217 0.012 27
Lamina -B2 P21619 LMNB2 13.7 69 28 0.043 5.0
Proteina 59 rica en motivos repetidos de leucina Qg22Q8 LRRC59 62.4 20 87 0.000 27
Monoglicérido lipasa 035678 MGLL 11.9 35 13 0.003 41
Proteina LYRIC Q8oWJ7 MTDH 231 64 47 0.022 31
Proteina urinaria mayor 8 EoPVWO MUP8 75.6 21 17 0.011 -51

Subunidad 10 del subcomplejo 1 alfa de la NADH
deshidrogenasa [ubiquinonal
Subunidad NDUFA4 de la citocromo ¢ oxidasa Q62425 NDUFA4 77.6 6 74 0.027 37
Subunidad 8 del subcomplejo 1 alfa de la NADH
deshidrogenasa [ubiquinonal
Subunidad 3 del subcomplejo 1 beta de la NADH
deshidrogenasa [ubiquinonal

Q9olLC3  NDUFA10 462 4 136 0.030 39

Q9DClJs NDUFA8 488 20 53 0.032 59

QoCQz6 NDUFB3 17.3 12 47 0.025 2.0
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deshidrogenasa [ubiquinonal Gigtien NDLIET 518 e 52 o 25
Ers:(qel?jorxg{r?ni(z)%foriiiile la NADH deshidrogenasa P52503 NDUFS6 50 14 80 0013 34
E;fﬁ&?:;:g{?miéigi;g? la NADH deshidrogenasa QgDC70 NDUFS7 8 25 29 0.037 114
Eﬁ\ézz;ojﬁga 2 de la NADH deshidrogenasa [ubiquinonal, QD66 NDUFV2 29 27 127 0.015 23
Nucleobindina-1 Q02819 NUCB1 329 53 82 0.030 33
Pr,r;géz(a)ﬁg—ri[(irotema transportadora de acilol sintasa, QgD404 OXSM 157 49 18 0.028 o2
ggtr;wlprﬁﬂizgeng:i:[e la piruvato deshidrogenasa subunidad QoDo51 PDHB 44 39 139 @620 32
Cgmponerllte de la proteina piruvato deshidrogenasa X, Q8BKZg PDHX 20.8 54 1 0.004 166
mitocondrial

Cofactor NHE-RF3 regulador del intercambio Na (+) /H (+) QoJlL4 PDZK1 5.2 56 18 0.045 2.8
6-fosfogluconato deshidrogenasa, descarboxilante Qo1V28 PGD 21.3 53 43 0.021 15.8
Piruvato cinasa P53657 PKLR 56.2 59 293 0.014 111
Fosfomanomutasa 2 Q9Z2M7 PMM2 5.6 26 15 0.009 29
Glucosidasa 2 subunidad beta 008795 PRKCSH 20.2 59 95 0.024 21
Subunidad reguladora 2 del proteasoma 26S no ATPasa Q8VDM4 PSMD2 8.4 100 29 0.025 3.6
Proteina activadora transcripcional Pur-beta 035295 PURB 5.6 34 13 0.023 4.4
All-trans-retinol 13,14-reductasa Q64FW2 RETSAT 305 67 159 0.012 9.3
Proteina ribosomica L17 de la subunidad 60S Q9CPR4 RPL17 315 21 73 0.012 5.6
Proteina ribosomal acida P2 subunidad 60S Pggo27 RPLP2 72.2 12 311 0.028 17
Proteina ribosomica S21 de la subunidad 40S Q9CQR2 RPS21 40.7 9 94 0.013 1.8
Proteina ribosdmica S28 de la subunidad 40S P62858 RPS28 375 6 79 0.039 26
Sideroflexina-1 Q99JR1 SFXN1 34.8 36 95 0.014 19
Transportador de monocarboxilatos 1 P53986 SLC16A1 15.9 25 32 0.019 16.5
Cadena alfa de espectrina, no eritrocitaria 1 P16546 SPTAN1 18.2 285 143 0.026 29
Proteina TAR 43 de union al ADN Qo21F2 TARDBP 26.7 27 20 0.037 75
Proteina hepatica inducible por hormona tiroidea Q62264 THRSP 24 17 10 0.027 6.5
Proteina transmembranal 205 Qo1XE8 TMEM205 0.8 20 17 0.034 27
Cadena de tropomiosina alfa-1 Q8BP43 TPM1 391 29 59 0.001 2.0
Cadena de tropomiosina alfa-1 EoQ456 TPM1 44.4 33 137 0.036 28
Proteina Tom3 Q58E70 TPM3 40.3 29 186 0.045 23
Transtiretina Q5MgK1 TTR 62.6 16 140 0.021 31
Subunidad 11 del complejo del citocromo b-c1 QQCR68 UQCRFS1 536 29 156 0.027 2.0

Abreviaturas: No. de A UniProtKB: numero de acceso uniprot; PM (kDa): peso molecular tedrico en kilo daltones; % CS: porcentaje de
cobertura de la secuencia; N de MS/MS: numero de espectros utilizados para la identificacion; p: valor de p, VC: veces de cambio.
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