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Resumen

La flavoproteina transportadora de electrones deshidrogenasa (ETFDH) integra el catabolismo de
los aminoéacidos ramificados (BCAA) y la B-oxidacion de los acidos grasos (FAO) a la fosforilacion
oxidativa mitocondrial (OXPHQOS). A través de esta flavoproteina los electrones que derivan de la
oxidacion de lipidos y aminoacidos entran a la parte distal de la cadena respiratoria mitocondrial
(ETC) generando el gradiente electroquimico necesario para la produccion de ATP. La generacion
de lineas celulares de mioblastos deficientes por ETFDH y del primer modelo de ratén ETFDH KO
condicional y especifico de musculo esquelético han puesto de manifiesto el papel central que
tiene ETFDH en el desarrollo de disfunciones mitocondriales. En esta tesis demostramos como
la interaccién directa de ETFDH con el complejo ClIl de la ETC es necesaria para la actividad
maxima del enzima, para el mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial y de la
homeostasia redox de las células musculares. Concretamente, la ausencia de ETFDH provoca
que la subunidad catalitica CytB del CIIl se encuentre constitutivamente reducida e inhibida,
llevando a la acumulacion patolégica de CoQH, y de radical superoxido. La expresion de una
oxigenasa alternativa AOX reduce la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), pero
no restaura la actividad del ClIl, indicando que ETFDH podria participar en el mecanismo de
accion de este complejo, es decir, en el ciclo del CoQ.

Por otro lado, en musculo de ratéon, hemos observado una interaccion directa entre ETFDH vy
COQ2, una enzima de la biosintesis del CoQ, por lo que ETFDH podria regular su biosintesis
y tener un papel esencial en el desarrollo de deficiencias secundarias de CoQ. Esto, en lugar
de ser un evento patoldgico, seria una forma de adaptacion de la célula para reducir el estrés
mitocondrial asociado a la deficiencia de ETFDH. De hecho, reducir la cantidad de CoQ en
miocitos murinos y en fibroblastos de pacientes minimiza las consecuencias patolégicas de la
disfuncion de ETFDH.

Palabras clave: musculo esquelético, FAD, deshidrogenasas, coenzima Q, mitocondria, ETFDH,
FAO, BCAA, complejo lll, ROS.




Abstract

Electron carrier flavoprotein dehydrogenase (ETFDH) integrates the catabolism of branched-
chain amino acids (BCAA) and [B-oxidation of fatty acids (FAO) to mitochondrial oxidative
phosphorylation (OXPHOS). Through this flavoprotein, the electrons derived from the oxidation
of lipids and amino acids enter the distal part of the mitochondrial respiratory chain (ETC),
generating the electrochemical gradient necessary for the production of ATP. The generation
of ETFDH-deficient myoblast cell lines and the first skeletal muscle-specific, conditional ETFDH
KO mouse model have revealed the central role of ETFDH in the development of mitochondrial
dysfunction. In this thesis, we demonstrate how the direct interaction of ETFDH with the CIlI
complex of the ETC is necessary for the maximum activity of the enzyme, the maintenance of
the mitochondrial membrane potential, and the redox homeostasis of muscle cells. Specifically,
the absence of ETFDH causes the CytB catalytic subunit of ClIl to be constitutively reduced
and inhibited, leading to the pathological accumulation of CoQH, and superoxide radicals. The
expression of an alternative oxygenase AOX reduces the production of reactive oxygen species
(ROS), but not restore the activity of CllI, indicating that ETFDH could participate in the mechanism
of action of this complex, that is, in the CoQ cycle.

On the other hand, in mouse muscles, we have observed a direct interaction between ETFDH
and COQ2, a CoQ biosynthesis enzyme, so that ETFDH could regulate its biosynthesis and play
an essential role in the development of secondary CoQ deficiencies. This, instead of being a
pathological event, would be a form of cell adaptation to reduce mitochondrial stress associated
with ETFDH deficiency. In fact, reducing the amount of CoQ in murine myocytes and in fibroblasts
from patients minimizes the pathological consequences of ETFDH dysfunction.

Keywords: skeletal muscle, FAD, dehydrogenases, coenzyme Q, mitochondria, ETFDH, FAO,
BCAA, complex lll, ROS.
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INTRODUCCION
1. Introduccion

1.1. Las deshidrogenasas FAD dependientes (DFDs) del musculo esquelético y su
importancia en patologias metabdlicas.

El musculo esquelético es uno de los 6rganos mas grandes del cuerpo humano y uno de los tejidos
con mas elevada demanda energética. Su metabolismo esta finamente regulado por diferentes
vias de sefalizacion que son activadas o reprimidas por estimulos nutricionales, hormonales,
inflamatorios y nerviosos (Evans et al, 2010). EI metabolismo del musculo es altamente
dependiente de la actividad mitocondrial (Russell et al., 2014), y estudios en modelos animales y
cohortes de pacientes han puesto de manifiesto que la mayoria de las enfermedades musculares
cursan con dano oxidativo y disfuncién de la actividad mitocondrial (Ramadasan-Nair et al., 2014;
Sunitha et al., 2016; Debashree et al., 2018; Sanchez-Gonzalez et al., 2020). La mitocondria del
musculo es, de hecho, el principal sitio donde se catabolizan los acidos grasos y los aminoacidos
ramificados (BCAA: leucina, isoleucina y valina) para producir energia bioldgica a través de la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS) vy, asi, sustentar la contraccion de las fibras musculares y los
procesos anabolicos. Entre las enzimas que intervienen en los procesos catabdlicos juegan un
papel principal las deshidrogenasas FAD dependientes (DFDs), oxidorreductasas que utilizan
como coenzimas mononucléotidos de flavina (FMN) y dinucleétidos de flavina y adenina (FAD).
Los coenzimas FMN y FAD poseen un anillo de isoaloxazina heteroaromatico triciclico que
puede aceptar y donar reversiblemente uno o dos electrones (Figura 1A), lo que les convierte en
importantes mediadores en reacciones de oxido-reduccion (redox). De hecho, la mayoria de las
DFDs estan implicadas en las reacciones redox de procesos como la -oxidacion de los acidos
grasos (FAO), el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) o la degradaciéon de aminoacidos,
donde compuestos altamente reducidos son oxidados generando un flujo de electrones que
son transportados de deshidrogenasa a deshidrogenasa hasta entrar a la parte distal de la
cadena respiratoria mitocondrial (ETC) para la produccién de ATP. Por otro lado, algunas de
estas DFDs estan implicadas en rutas anabdlicas como la biosintesis del coenzima Q (CoQ),
esteroides y otras hormonas y cofactores esenciales (Brizio et al., 2006; Ozeir et al., 2015;
Balasubramaniam, Christodoulou and Rahman, 2019). Por tanto, las DFDs son requeridas para
el correcto funcionamiento de numerosos procesos bioldgicos y la integracién del metabolismo
mitocondrial y celular.

Hasta la fecha, en el genoma humano han sido identificados 90 genes que codifican para
flavoproteinas DFDs, ademas de 6 genes que codifican para proteinas implicadas en la absorcién
y transformacién de riboflavina (vitamina B2), precursor de los coenzimas funcionales FMN y
FAD. La mayoria de las flavoproteinas utiliza solo una de las coenzimas (16% FMN frente al 84%
FAD), aunque unas pocas pueden utilizar ambos (Lienhart, Gudipati and Macheroux, 2013). A
diferencia de NAD y NADP, el FAD esta fuertemente unido a la proteina de manera covalente,
formando un grupo prostético (Figura 1B). Por tanto, el mecanismo molecular del pasaje de
electrones mediado por FMN y FAD difiere del mediado por NAD o NADP; estos ultimos difunden
por el medio desde una enzima a otra, mientras que FMN/FAD proporcionan un medio por el que
la flavoproteina puede retener temporalmente los electrones mientras cataliza su transferencia
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Figura 1. Estructura molecular de FAD y su insercion en la estructura tridimensional de las
flavoproteinas ETF y ETFDH. (A) Representacion de la estructura molecular simplificada de una
molécula de FAD y FADH,, donde se observa la reaccion reversible de aceptacion y cesion de
dos electrones. (B) Estructura tridimensional de la flavoproteina ETF, formada por ETFA (verde)
y ETFB (azul), y una molécula de FAD (amarillo) insertada en su estructura (extraida y modificada
de Henriques et al., 2021). (C) Estructura tridimensional de la flavoproteina ETFDH insertada en la
MMI (region celeste sombreada), donde se pueden apreciar los cuatro dominios funcionales y una
molécula de FAD embebida en su estructura (extraida y modificada de Zhang, Frerman and Kim,
20086).

desde un sustrato reducido (que puede ser proteico) a un aceptor oxidado.

La importancia de las DFDs en el metabolismo del musculo esquelético queda patente al observar
las consecuencias patologicas de su alterada funcionalidad. Mutaciones en los genes que
codifican para flavoproteinas dan origen a trastornos metabdlicos musculares y sistémicos (ver
Tabla 1). Por ejemplo, mutaciones en las acil CoA- deshidrogenasas (ACADs), en la flavoproteina
transportadora de electrones (ETF) y/o la ETF deshidrogenasa (ETFDH), DFDs implicadas
en la FAQO, estan asociadas a acidosis metabdlicas como la Deficiencia Multiple de Acil coA-
Deshidrogenasas (MADD) o Acidosis Glutarica tipo Il (OMIM 231680)(Fan et al., 2018; Missaglia
et al., 2018). Esta patologia cursa con trastornos clinicamente heterogéneos que, dependiendo
del grado de disfuncionalidad en las flavoproteinas implicadas, pueden presentarse como
enfermedades leves de la infancia o la edad adulta con descompensacion metabolica episddica,
almacenamiento de lipidos en el musculo, debilidad muscular e insuficiencia respiratoria o,
de forma grave, diagnosticadas en la etapa neonatal y caracterizadas por acidosis sistémica,
miocardiopatia y hepatopatia (Angle and Burton, 2008; Liang et al., 2009; Grlnert, 2014; Wakitani
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Enfermedad Enzima relacionada Localizacion | Codigo OMIM
Diabetes mellitus Glicerol-3-fosfato Mitocondria 138430
tipo 2 deshidrogenasa
Deficiencia del ClI Succinato deshidrogenasa | Mitocondria 600857
Aciduria glutarica Glutaril-coA-oxidasa Peroxisoma 231690
tipo lll
Acidemia glutérica Glutaril-coA- Mitocondria 608801
deshidrogenasa
Acidemia isovalérica | Isolvaleril-coA- Mitocondria 607036
deshidrogenasa
Sindrome de Monoamino oxidasa Mitocondria 309850
Brunner/ Autismo
Esclerosis lateral D-amino acido oxidasa Peroxisoma 124050
amiotrofica
Sarcosinemia Sarcosina deshidrogenasa | Mitocondria 604455
Hiperprolinemia Prolina deshidrogenasa Mitocondria 606810
Miopatia Sulfidril oxidasa Mitocondria 600924
Enfermedad NAD(P)H oxidasa Fagocitos 300481
granulomatosa
cronica
Sindrome de Miller Dihrodroorotato Mitocondria 126064
deshidrogenasa
Acidemia glutarica Flavoproteina Mitocondria 231675
tipo lIC transportadora de
electrones deshidrogenasa
Acidemia glutarica Flavoproteina Mitocondria 608053/ 130410
tipo IIA/IB transportadora de
electrones A/B

Tabla1.Ejemplosdeenfermedades provocadas pordefectosenflavoproteinas.

et al., 2014; Koren and Palladino, 2016; Macchione et al., 2020).

Otro ejemplo es el de BCKDH, enzima mitocondrial implicada en el catabolismo de los BCAA.
Mutaciones patoldgicas en BCKDH resultan en la enfermedad llamada “Jarabe de arce” que causa
disfuncion de las células del musculo esquelético, del sistema inmunitario y del sistema nervioso
central (Harris et al., 1990; Avarsson et al., 2000; Strauss et al., 2020). Por el contrario, se ha
observado que algunas enfermedades metabdlicas pueden alterar la expresion y funcionalidad
de las DFDs. Por ejemplo, un estudio protedmico en biopsias de pacientes que padecen obesidad
y diabetes tipo 2 puso de manifiesto cémo la expresién de las flavoproteinas en el musculo
estaba profundamente alterada frente a la de los sujetos sanos, sugiriendo un importante papel
regulador de esta clase de proteinas en el metabolismo (Formentini, Ryan, et al., 2017).

Cabe destacar que un elevado numero de los trastornos metabdlicos detallados en la Tabla 1
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se producen por defectos en flavoproteinas mitocondriales. Al ser la mitocondria un organulo
esencial en el mantenimiento de la homeostasis celular (Spinelli and Haigis, 2018; Vercellino
and Sazanov, 2022), controlando no solamente la produccidon de energia bioldgica, sino
procesos como la muerte celular (Formentini et al., 2014), la produccion de especies reactivas
del oxigeno (ROS)(Formentini, Sdnchez-Aragd, Sanchez-Cenizo and J. M. C. Cuezva, 2012), la
inflamacion (Formentini, Santacatterina, Nunuez de Arenas, et al., 2017), el crecimiento tumoral
(Santacatterina et al., 2016) o el rendimiento fisico (Sanchez-Gonzalez et al., 2020; Vercellino
and Sazanov, 2022), alteraciones en el proteoma mitocondrial o en su entramado metabdlico
tienen consecuencias drasticas sobre la salud y merecen un estudio detallado.

1.2. La mitocondria

La mitocondria es un organulo de origen procariota que sintetiza energia en forma de ATP. Su
metabolismo es multifacético, lo que se ve reflejado en sus diversas funciones. Ademas de ATP,
las mitocondrias producen precursores metabdlicos de macromoléculas y participan en procesos
anabdlicos como la biosintesis de nucleodtidos, acidos grasos, colesterol, aminoacidos y grupos
hemo. Coordinan la adaptacion celular a factores de estrés como la privacion de nutrientes,
el estrés oxidativo, el dano al ADN y el estrés del reticulo endoplasmatico. Ademas, generan
subproductos metabdlicos, como ROS y amoniaco, y poseen mecanismos para eliminar o utilizar
estos productos de desecho.

Gran parte de la actividad mitocondrial se debe a su estructura, y en especial manera, a la de
la membrana mitocondrial interna (MMI), de origen procariota (Sagan, 1967) y enriquecida en
cardiolipina. La MMI es impermeable a la mayoria de moléculas, incluso al protén (H+), y las
especies que la cruzan lo hacen a través de transportadores de membrana especificos, como
ocurre para los intermediaros de las rutas metabdlicas de la matriz (como son el piruvato, los
acidos grasos y los aminoacidos). Esta caracteristica hace que sea posible el mantenimiento
de un potencial electroquimico, generado a través de la OXPHOS y necesario para diversos
procesos mitocondriales, desde la sintesis de ATP hasta el importe de proteinas a la mitocondria.

1.2.1. La B-oxidacion de los acidos grasos (FAO)

Una de las rutas de obtencién de energia mas importantes es la FAO, que sucede en la matriz
mitocondrial. EI musculo utiliza como fuente de energia para la contraccién muscular los
carbohidratos y los acidos grasos, siendo la contribucion de los BCAA al gasto total de energia
muy reducida (Romijn et al., 1993; Hoppeler, 1999). El palmitato, un acido graso de 16C, almacena
39 KJ/g de energia en comparacion con los 16 KJ/g almacenados en 1 molécula de glucosa. Por
lo tanto, los acidos grasos son una fuente importante de energia celular, particularmente durante
el ayuno (en condiciones de privacion de glucosa) y el ejercicio aerobio (Soeters et al., 2012),
asi, la regulacion dinamica de la FAO es clave para el mantenimiento de la fisiologia del musculo.
Por ello, las mitocondrias han desarrollado un complejo conjunto de reacciones para permitir que
la grasa acceda a la maquinaria de la FAO en un proceso finamente regulado e integrado con el
resto de procesos metabolicos mitocondriales.
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La FAO es un proceso catabdlico que consta de cuatro reacciones en cadena (oxidacién mediada
por FAD, hidratacion, oxidacion mediada por NAD Yy tidlisis) durante las cuales los acidos grasos
sufren la remocién de dos atomos de C sucesivamente en cada ciclo del proceso, hasta que el
acido graso se descompone por completo en forma de moléculas de acetil-CoA y coenzimas
reducidos de FADH, y NADH, que seran posteriormente oxidados para generar ATP en la
OXPHOS (Adeva-Andany et al., 2019).

1.2.2. La fosforilaciéon oxidativa (OXPHOS)

Las células musculares consumen nutrientes para generar energia biolégica en forma de ATP.
La oxidacion de substratos termina en la generacion de un gradiente electroquimico en la MMI,
que lleva al consumo de oxigeno (O,) y la formacion de un potencial de membrana mitocondrial
(AWm). Enla OXPHOS, se acopla la respiracion mitocondrial con la generacion de ATP (Figura 2).
Este proceso se basa en la teoria quimiosmatica planteada por Peter Mitchell en 1961 (Mitchell,
1961), segun la cual la ATP sintasa utiliza el AYm como fuerza motriz para la sintesis de ATP.
Existen tres etapas clave en la OXPHOS (Figura 2):

1) las moléculas de NADH y FADH, generadas por oxidacion de los nutrientes pasan
electrones a la ETC, generando un flujo que termina con el pasaje de electrones al O,, que
se reduce a H,O (consumo de O,).

2) la energia libre de este flujo electrones es empleada para el transporte de protones
en contra de gradiente a través de la MMI. De esta manera, se conserva la energia libre
de oxidacion de los combustibles metabodlicos en forma de potencial electroquimico
transmembrana (generacion de AWm).

3) el flujo transmembrana de protones a favor de su gradiente de concentracion proporciona
la energia para la sintesis de ATP por medio de la ATP sintasa (sintesis de ATP).

1.2.3. La cadena de trasporte de electrones mitocondrial (ETC)

La ETC transporta los electrones derivados de la oxidacion de diferentes nutrientes hasta el O,
(Figura 2). Todos los electrones entran a la ETC por medio de flavoproteinas integrales (CI) o
periféricas (Cll y otras DFDs) de la MMI, que transfieren los electrones al CoQ, reduciéndolo a
ubiquinol (CoQH,). Clasicamente, se ha descrito que los electrones pueden entrar a la cadena a
través (i) del Cl, que oxida el NADH producido en la glucdlisis, y (ii) del Cll, que oxida el succinato,
en una reaccion compartida con el TCA. EI CoQH, cede los electrones al Clll que los transporta
hasta el citocromo c (Cit c), que a su vez los cede al CIV donde se reduce el O, a H,O. Durante
la transferencia de electrones, los ClI, Clll y CIV translocan 4, 4 y 2 protones, respectivamente,
al espacio intermembrana desde la matriz, generando el AWm. La ATP sintasa o complejo V,
genera 1 molécula de ATP por cada 8/3 (2.7) protones reintroducidos del espacio intermembrana
a la matriz (Figura 2). De esta estequiometria de reaccion queda de manifiesto que el ratio p/o
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Figura 2. Esquema clasico de la OXPHOS. Los coenzimas reducidos NADH y FADH, producidos
en las principales rutas catabdlicas (la glucdlisis, la FAO, el catabolismo de los BCAA y el TCA) son
oxidados por medio de los Cl, Cll y ETFDH localizados en la MMI. Los electrones son transportados
hasta el Clll por medio del CoQ. EI CIV reduce el O, a H,0. El complejo V o la ATP sintasa utiliza el
gradiente de protones generado por los ClI, Clll y CIV para generar ATP en la matriz mitocondrial.

(nmol de ATP producido / nmol de O, consumido) depende del substrato oxidado y del punto de
entrada de los electrones a la ETC. Asi, se generaran alrededor de 3 moléculas de ATP por cada
NADH oxidado, mientras que solamente 2 ATP de la oxidacion del succinato. En otros términos, a
paridad de ATP producido, el consumo de O, sera menor cuando los electrones entran a la ETC
a través del Cl que a través del CIl. Esto se debe a la peculiaridad del Cll, unico complejo de la
ETC que no transloca protones al espacio intermembrana. De hecho, (i) esta caracteristica, junto
con (ii) el hecho de que ninguna de las subunidades de este complejo es codificada por el ADN
mitocondrial, hacen que el Cll, aunque clasicamente nombrado como parte de la OXPHOS, no
difiera de al menos otras 5 flavoproteinas que reducen el CoQ a CoQH,,.

Estas flavoproteinas accesorias a la OXPHOS, a menudo infravaloradas, integran importantes
funciones mitocondriales con la produccion de ATP, como son la sintesis de pirimidinas
(DHODH), el metabolismo de prolina y glutamato (PRODH), y el catabolismo de glucidos (GPD2),
aminoacidos y acidos grasos (DLD y ETFDH). Sin embargo, y de manera sorprendente, existen
pocos estudios que ahondan en el rol metabdlico de estas flavoproteinas como integradores
de diferentes funciones de la mitocondria. Por ello, en esta tesis proponemos un estudio
pormenorizado de ellas, para entender las causas que provocan los trastornos metabolicos
mitocondriales asociados a ellas y su directa implicacion en la OXPHOS, asi como la definicion
de posibles dianas terapéuticas.

A continuacion, se explican detalladamente las proteinas, complejos proteicos y moléculas que
intervienen en la OXPHOS.
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1.2.3.1. Complejo I (Cl)

El complejo | (Cl) o NADH-ubiquinona oxidorreductasa, representa el punto de entrada a la
mitocondria de los electrones en forma de coenzima NADH reducido provenientes de la glucdlisis
y otros procesos catabdlicos. El Cl de mamiferos conforma una proteina integral de membrana en
formade “L” que comprende 45 subunidades: 14 subunidades “centrales”, que estan conservadas
desde bacterias a humanos y son suficientes para la catalisis por medio de sus nueve cofactores
(un FMN y ocho centros ferrosulfurados (FeS)); y 31 subunidades “suplementarias”, que son
necesarias para el ensamblaje, la estabilidad, la regulacién o el cumplimiento de funciones
independientes de las funciones cataliticas (Hirst, 2013; Rodenburg, 2016; Zhu, Vinothkumar
and Hirst, 2016). Siete de estas subunidades estan codificadas por el ADN mitocondrial. Asi, el CI
cataliza la oxidacion de NADH a NAD+ en la matriz y la transferencia de dos electrones por medio
de sus centros FeS y FMN al CoQ generando CoQH,, con la translocacion de cuatro protones a
través de la MMI (Ripple, Kim and Springett, 2013).

1.2.3.2. Flavoproteinas periféricas de la MMI (lado positivo)

Como he comentado anteriormente, los electrones pueden entrar a la ETC a través de una serie
de DFDs que son capaces de reducir el CoQ a CoQH,, aportando electrones de diversas rutas
cataliticas y, algunas lo hacen desde el espacio intermembrana (Figura 3):

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPD2)

La glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPD2) es una DFD que cataliza la oxidacién del glicerol-3-
fosfato a dihidroxiacetona fosfato en la superficie exterior de la MMI, a la cual esta anclada. Un
par de electrones se transfieren desde el glicerol-3-fosfato al grupo prostético FAD para producir
FADH,, que transfiere los electrones al CoQ, entrando en la ETC (Figura 3) (Ansell et al., 1997;
Mracek, Drahota and Housték, 2013). La GPD2 es muy utilizada en los musculos ya que permite
mantener una alta velocidad de OXPHOS, alimentando la ETC con electrones provenientes
de la glucdlisis, eludiendo el ClI (Gaviraghi et al., 2019). Recientemente, se ha observado que
la sobreexpresion de GPD2 promueve el metabolismo del glicerol en hipoxia, previniendo la
disfuncion cardiaca durante los fendmenos isquémicos (Ishihama et al., 2021). Ademas, su papel
en la generacion de ROS ha sido propuesto como una diana terapéutica contra el cancer (Singh,
2014).

Dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH)

En mamiferos, la dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) cataliza el cuarto paso en la biosintesis
de pirimidinas de novo, que implica la oxidacion mediada por CoQ de dihidroorotato a orotato y
la reduccién de FMN a FMNH,, que se encuentra unido covalentemente a la enzima; el orotato
luego se convierte en uridina monofosfato, el nucleétido de ARN involucrado en la biogénesis de
los ribosomas (Figura 3) (Mao et al., 2021). En los ultimos anos, se ha puesto de manifiesto el rol
central de la DHODH en las terapias de lucha contra el cancer, ya que su actividad esta asociada
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Figura 3. CoQ reductasas localizadas en lado positivo de la MMI. La GPD2 es una CoQ reductasa
que utiliza FAD como cofactor para introducir los electrones provenientes de la oxidacion del glicerol-
3-fosfato generados en la glucdlisis y lipdlisis. La DHODH acopla la OXPHOS con la biosintesis de
pirimidinas, que se emplean para funciones celulares tan importantes como la transcripcion y la
replicacion del ADN. EI CoQH, generado por estas DFD es posteriormente oxidado en el ClII.

a la defensa de la ferroptosis (una forma de muerte celular regulada que es inducida por una
peroxidacion lipidica excesiva) en coordinacién con GPX4 y FSP1 (Mohamad Fairus et al., 2017;
Leanne et al., 2019; Madak et al., 2019; Boukalova et al., 2020; Wang and Min, 2021).

1.2.3.3. Flavoproteinas periféricas de la MMI (lado negativo)

En cambio, otras DFDs son capaces de reducir el CoQ a CoQH,, desde la matriz mitocondrial
(Figura 4):

Complejo Il (ClI)

El complejo Il (Cll) o succinato-ubiquinona oxidorreductasa, constituye la via de entrada de los
electrones procedentes del ciclo del TCA, catalizando la oxidacion de succinato a fumarato en
la matriz mitocondrial. A su vez, estos electrones son transportados a través del complejo para
reducir CoQ a CoQH, (Cecchini, 2003; Maklashina and Cecchini, 2010). A pesar de que el ciclo
del TCA ocurre en la matriz mitocondrial, el Cll se encuentra anclado a la MMI desde el lado de
la matriz. Su estructura, compuesta por 4 cadenas polipeptidicas SDHA, SDHB, SDHC y SDHD,
le permite transferir los electrones hacia la ETC. Esto se debe a que SDHA y SDHB forman
un dominio soluble grande orientado hacia la matriz, mientras que SDHC y SDHD forman un
pequeiio dominio integral de membrana. La subunidad SDHA contiene un FAD enterrado en su
estructura y unido covalentemente, que es el que acepta 2e-/2H+ del succinato. La subunidad
SDHB contiene un 2Fe-2S, un 4Fe-4S y un 3Fe-4S, que transportan los electrones (en este
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orden) desde el FAD hasta el grupo hemo que forman SDHC y SDHD (Sun et al., 2005). Este
ultimo, también se denomina sitio Q, pues es donde se produce finalmente la transferencia de
electrones al CoQ (lverson, 2013).

Dihidrolipoamida deshidrogenasa (DLD)

La dihidrolipoamida deshidrogenasa (DLD) es una oxidorreductasa muy versatil con multiples
funciones criticas en el metabolismo energético y el equilibrio redox (Carothers, Pons and
Patel, 1989; Babady et al., 2007). En la matriz mitocondrial, el homodimero DLD funciona como
componente de los complejos de la piruvato deshidrogenasa, la a-cetoglutarato deshidrogenasa,
la BCKDH y el sistema de ruptura de la glicina (Bryk et al., 2002; Klyachko et al., 2005). Es capaz
de reducir el CoQ a CoQH, e introducir electrones a la ETC. Algunos estudios muestran que
tiene un papel prooxidante (Petrat et al., 2003), sin embargo, otros sugieren que DLD también
puede tener un papel antioxidante (Xia et al., 2001; Ilgamberdiev et al., 2004). Investigaciones
recientes, realizadas por Yang et al., han demostrado que la inhibicién de DLD induce respuestas
antioxidantes y atenua el estrés oxidativo en la diabetes tipo 2 (Yang, Song and Yan, 2019).

Sulfuro ubiquinona oxidorreductasa (SQOR)

La sulfuro ubiquinona oxidorreductasa (SQOR) utiliza el sulfuro de hidrégeno (H,S) producido
por el metabolismo de la cisteina y metionina, asi como el producido por bacterias, para introducir
electrones a la ETC, de esta manera protege a los tejidos de la toxicidad de este gas, protegiendo
a las proteinas y los lipidos. Es muy probable que el metabolito celular glutation (GSH) sirva como
aceptor fisiolégico del azufre, interviniendo en las defensas antioxidantes (Banerjee, Purhonen
and Kallijarvi, 2021; Kumar and Banerjee, 2021).

Prolina deshidrogenasa (PRODH)

La prolina deshidrogenasa (PRODH) es una DFD que cataliza la conversion de L-prolina a
A-1-pirrolina-5-carboxilato (P5C), con la consiguiente reduccion de CoQ a CoQH, (Bender et
al., 2005). Ademas de su papel en la OXPHOS, numerosos estudios muestran que PRODH
desempeia un papel importante en la inhibicion del crecimiento de tumores al actuar en las vias
apoptéticas mediadas por el supresor de tumores p53 (Liu and Phang, 2012; Raimondi et al.,
2013). De hecho, PRODH es uno de los 14 genes mas inducidos por p53 (Polyak et al., 1997).
Se ha demostrado que induce la parada del ciclo celular, autofagia y apoptosis a través de la
generacion de ROS en una variedad de tipos de cancer (Maxwell and Rivera, 2003; Natarajan et
al., 2012; Servet et al., 2012; Liang et al., 2013; Nagano et al., 2017; Huynh et al., 2020).
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Figura 4. CoQ reductasas localizadas en lado positivo de la MMI. Esquema de una parte de
las DFDs que participan en la OXPHOS introduciendo electrones desde la matriz mitocondrial.
Entre ellas el Cll (ciclo del TCA), PRODH (metabolismo de la prolina/glutamato), ETFDH (FAO y
catabolismo de BCAA), CHDH (metabolismo de la colina) y SQOR (metabolismo de H2S). EI CoQH,
generado por estas DFDs el posteriormente oxidado en el CIII.

Flavoproteina transportadora de electrones deshidrogenasa (ETFDH) y Flavoproteina
transportadora de electrones (ETF)

Unade las masimportantes DFDs es la flavoproteina transportadora de electrones deshidrogenasa
(ETFDH), que acepta electrones de flavoproteina de transferencia de electrones (ETF), para
transferirlos al CoQ (Ruzicka and Beinert, 1977). Estos electrones provienen de la FAO, del
catabolismo de los BCAAy del metabolismo de la colina. Por lo tanto, ETFDH juega un papel central
en la bioenergética de los mamiferos, asi como de otros organismos aerébicos y anaerdbicos.
La preproteina humana contiene una secuencia lider de 33 residuos de aminoacidos
correspondiente al péptido sefal mitocondrial, que se elimina proteoliticamente una vez que
la proteina ha atravesado la MMI, donde se inserta periféricamente del lado de la matriz. La
estructura tridimensional de ETFDH obtenida mediante cristalografia de rayos X muestra una
proteina monomérica con cuatro dominios funcionales: el dominio de unién a FAD (DUF), el
centro 4Fe-4S, el dominio de unién al CoQ (DUQ) y un dominio de unién a la membrana (DUM)
dentro del DUQ (Figura 1B) (Roberts, Frerman and Kim, 1996; SIMKOVIC et al., 2002; Zhang,
Frerman and J.-J. P. Kim, 2006).

El DUF contiene una molécula de FAD con una conformacion alargada y estd completamente
enterrado en la proteina. Como en otras flavoproteinas, la pirimidina del anillo de isoaloxazina esta
unido por puentes de hidrégeno al polipéptido (Zhang, Frerman and J.-J. P. Kim, 2006). Se cree
que el centro 4Fe-4S enterrado en la estructura, pero mas proximo a la superficie, es el punto
de entrada de los electrones desde ETF (GOODMAN et al., 1994; Swanson et al., 2008). El 4Fe-
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4S pasa los electrones al FAD vy, finalmente, de éste pasan al CoQ (Zhang, Frerman and J.-J. P.
Kim, 2006; Watmough and Frerman, 2010). EI DUQ estad compuesto principalmente por residuos
hidrofobos, que forman un bolsillo donde penetra el CoQ para ser reducido. La cola isoprenoide
del CoQ crea enlaces de van der Waal con la mayoria de los residuos hidrofébicos que la rodean.
El anillo de benzoquinona del CoQ penetra profundamente en el bolsillo y solo uno de los dos
atomos de oxigeno del carbonilo (O4) forma enlaces de hidrogeno con la cadena polipeptidica.
El atomo de O4 del anillo de benzoquinona, en particular, forma enlaces de hidrégeno con los
residuos G272 y G273 de la cadena polipeptidica de ETFDH. Los residuos que forman el bolsillo
hidrofobo estan altamente conservados entre las secuencias de ETFDH de diferentes especies,
G273 en particular, que esta absolutamente conservada en todas las secuencias de ETFDH
estudiadas (Zhang, Frerman and J. P. Kim, 2006).

ETFDH se une a la cara electronegativamente cargada de la MMI, pero no la atraviesa
completamente. Esto sucede debido a que posee en su estructura dos segmentos polipeptidicos
altamente hidrofdbicos localizados en la superficie de la molécula y alrededor del DUQ, que
forman la entrada del bolsillo por donde penetra el CoQ y le permite anclarse a la membrana.
Mutaciones puntuales en el DUF o en DUQ, asi como mutaciones en ETF, provocan el desarrollo
de MADD con distintos niveles de afeccion en los individuos (Frerman and Goodman, 1985;
Olsen et al., 2007). No obstante, aunque ETFDH tiene un papel esencial para satisfacer las
necesidades energéticas del musculo cardiaco y el musculo esquelético, no se ha generado
hasta la fecha ningun modelo animal knock-out de ETFDH que permita estudiar los mecanismos
moleculares que conllevan a la aparicion de MADD, asi como otras implicaciones que conlleva
la ausencia de ETFDH en mamiferos. En este sentido, las bases de datos de repositorios de
fenotipos murinos indican un 100% de letalidad neonatal para mutaciones en ETFDH (https://
www.mousephenotype.org/), lo que supone un desafio para su estudio.

Por otro lado, la ETF es una enzima dimérica compuesta por dos subunidades diferentes, ETFA y
ETFB, codificadas por dos genes diferentes, ETFA y ETFB, respectivamente, y una molécula de
FAD y AMP. ETF se encuentra en la matriz mitocondrial y media la transferencia de electrones
desde una serie de flavoenzimas mitocondriales a la ETC, a través de ETFDH. Se ha demostrado
que el 4Fe-4S de ETFDH es el aceptor de electrones de ETF, y que la interaccion entre las dos
enzimas se realiza a través de ETFB (Swanson et al., 2008). Al menos otras 14 enzimas humanas
transfieren electrones a ETF (Henriques et al., 2021), lo que plantea el sorprendente desafio de
unirse e interactuar especificamente con flavoenzimas de diferentes rutas oxidativas (Figura 1).
Un grupo son las acil-CoA deshidrogenasas (ACADs) involucradas en la FAO (VLCAD, LCAD,
MCAD y SCAD) y otras tres ACADs (ACAD9, ACAD10 y ACAD11) que deshidrogenan los
sustratos de la cadena de acilo. ACAD9 es esencial para el ensamblaje del Cl (Nouws et al., 2010),
mientras que ACAD10 y ACAD11 deshidrogenan ciertos acil-CoA de cadena larga y cadena
ramificada (He et al., 2011). Un segundo grupo consiste en ACADs que oxidan intermediarios en
la degradacion de aminoacidos (IBDH, SBCAD, IVD, GCDH). Un tercer grupo estd compuesto
por deshidrogenasas involucradas en el metabolismo de la colina (SARDH y DMGDH), que son
ortélogos evolutivos pero que no comparten una similitud de secuencia significativa con las ACADs.
Recientemente, se ha demostrado que la D-2-hidroxiglutarato deshidrogenasa (D2HGDH), cuyas
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mutaciones estan asociadas con el trastorno neurometabdlico D-2-hidroxiglutarato aciduria,
utiliza ETF como aceptor de electrones (Toplak et al., 2019). La participacion en una multitud
de procesos metabdlicos en la matriz mitocondrial indica que ETF y ETFDH representan un
centro regulador que controla el flujo de electrones a la ETC desde diferentes rutas a través
de otras flavoenzimas. Las deficiencias genéticas en sus genes codificantes afectaran las vias
metabdlicas “aguas arriba”, lo que da como resultado la acumulacion de metabolitos intermedios
y una disminucién en la produccion de ATP.

1.2.3.4. Coenzima Q (CoQ)

El CoQ es una molécula hidréfoba y mévil que se encuentra en las membranas de todos los
dominios de vida (Lester and Crane, 1959). Recibe electrones de diferentes rutas metabdlicas,
en las que intervienen tanto NADH como FADH,, por tanto, es considerado un componente
esencial que conecta el Cl y otras DFDs con el Clll en la MMI. En la ETC, el estado redox del CoQ
se encuentra en constante equilibrio y se reduce mediante dos transferencias de un electron: (i)
al aceptar un electron, transformandose en el radical ubisemiquinona (CoQHe), y (ii) al aceptar
el segundo electron, formando CoQH,. Los sitios aceptores de electrones son el O1y el O4 del
anillo de benzoquinona.

Estructuralmente, esta formado por un anillo de benzoquinona liposoluble unido a una larga
cadena lateral isoprenoide (C9 en ratones y C10 en humanos) (Bentinger, Tekle and Dallner,
2010; Alcazar-Fabra, Navas and Brea-Calvo, 2016). Al ser una molécula pequeia e hidrofébica
puede difundir facilmente dentro de la bicapa lipidica de la MMI. La cola isoprenoide estabiliza la
molécula en el medio de la bicapa lipidica, mientras la cabeza se mueve desde el interior hasta la
superficie de la membrana dependiendo de su estado redox, siendo el estado reducido (CoQH.,)
el que se mueve hacia la superficie debido a su caracter mas polar (Bentinger, Tekle and Dallner,
2010).

El CoQ se sintetiza endogenamente en todas las células y en la membrana de gran variedad
de organulos celulares (Wang and Hekimi, 2016), donde cumple distintas funciones, desde su
imprescindible papel en la OXPHOS, hasta la generacion de ROS mitocondriales (Turunen,
Olsson and Dallner, 2004). De hecho, se cree que el intermediario CoQHe producido en la
transferencia de electrones puede reaccionar con el O, y generar superoxido (O,¢) (Chen et al.,
2003; Treberg, Quinlan and Brand, 2011). Por el contrario, la forma reducida ha sido sugerida
como un antioxidante, protegiendo a las membranas de la peroxidacion lipidica (Bentinger,
Brismar and Dallner, 2007).

Defectos genéticos en la biosintesis de CoQ pueden causar enfermedades como miopatias y
ataxias (Stefely and Pagliarini, 2017), y por lo contrario, enfermedades metabdlicas y musculares
pueden cursar con defectos primarios o secundarios de CoQ (Alcazar-Fabra, Navas and Brea-
Calvo, 2016). Ademas, se ha descrito que la abundancia de CoQ disminuye con la edad (Kalén,
Appelkvist and Dallner, 1989; Wang, Oxer and Hekimi, 2015). Si bien altos niveles de CoQ estan
generalmente asociados con la homeostasia celular, los mecanismos que regulan su biosintesis
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permanecen en parte sin definir. La mayor parte de la CoQ eucariotica se genera en la MMI, pero
una parte de la CoQ puede producirse fuera de las mitocondrias (Stefely and Pagliarini, 2017).
La biosintesis de CoQ requiere (i) la produccion de la cabeza, (ii) la biosintesis de isopreno y
la polimerizacion de la cola, (iii) la unién de la cola al grupo de la cabeza y (iv) una serie de
modificaciones del grupo de la cabeza. Para ello, se cree que se forma en la MMI un “complejo
Q” que contiene las proteinas necesarias para la etapa terminal de la biosintesis de CoQ
(COQ3-COQY), lipidos (fosfolipidos y lipidos isoprenoides), cofactores de moléculas pequefas
e iones metalicos (Alcazar-Fabra, Navas and Brea-Calvo, 2016; Stefely and Pagliarini, 2017). Sin
embargo, queda por determinar un catalogo completo de las proteinas, lipidos y metabolitos que
componen el complejo Q. Muchas preguntas sobre la biosintesis de CoQ siguen sin respuesta,
por ejemplo, ¢el complejo Q se localiza en una region especifica de la MMI?, el complejo Q
interactua con alguno de los complejos de la OXPHOS?, o si, ¢ puede esta interaccion regular su
biosintesis?

1.2.3.5. Complejo Il (CllI)

El complejo Il (ClIl) o ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa (o citocromo bc1), es el encargado
de aceptar los electrones procedentes del CoQH, (reducido en los Cl y Cll, o por alguna otra
DFDs) y transferirlo al citocromo c, utilizando esta energia a favor de gradiente para translocar
4 protones al espacio intermembrana. Estructuralmente, el Clll mitocondrial es un homodimero
en el que cada monomero esta formado por 11 subunidades, 8 de las cuales tienen funciones
estructurales y 3 de ellas contienen centros activos. Entre estas Ultimas, un citocromo b (cit b)
(con dos grupos hemo tipo b), un cit ¢ (con un grupo hemo tipo c) y una proteina tipo Rieske que
contiene un centro ferrosulfurado 2Fe-2S (lwata et al., 1998). La subunidad del citocromo b esta
codificada por el ADN mitocondrial y el resto esta codificada por genes nucleares. El mecanismo
de accion es conocido como el ciclo del CoQ y consiste en una version modificada de ciclo del
CoQ propuesto por Mitchell (Mitchell, 1976; Crofts, 2004a) (Figura 5). En el CllI se identifican
un sitio de oxidacion del CoQ (sitio Q,), situado en el lado de la membrana que da al espacio
intermembrana cargado positivamente, y un sitio de reduccion del CoQ (sitio Q,), situado en el
lado opuesto que da la matriz, cargado negativamente.

El mecanismo de accion sucede en dos rondas, en cada una de la cual se liberan 2 protones al
espacio intermembrana (Figura 5C). La reaccién comienza cuando una molécula de CoQH, se
une al complejo en el sitio Q. Aqui se produce el paso de oxidacion mediante una bifurcacion de
los electrones. El primer electron es transferido al centro 2Fe-2S de la proteina Rieske, que a su
vez transfiere el electron al cit ¢ que difunde por la membrana hasta el CIV. Mientras, el segundo
electrdn es transferido al primer grupo hemo (cit b, ), que a su vez lo transfiere al segundo grupo
hemo (cit b,) que cede el electron a una molécula de CoQ oxidado unido previamente al sitio
Q,, quedando como la forma intermedia semiquinona (CoQH+) que permanece unida al sitio Q,.
Para completar el ciclo, una segunda molécula de CoQH, se une al sitio Q.. El primer electrén
sigue los pasos descritos arriba hasta el cit ¢, mientras el segundo es transferido por los grupos
hemo b hasta la CoQHe+ dando lugar a un CoQH, que sale del complejo y cierra el ciclo (Figura
5C) (Xia et al., 2013).
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Figura 5. Evolucion de las teorias del mecanismo de accion del Clll, conocido como el ciclo
del CoQ. (A) Teoria inicial del camino bifurcado de los electrones el Clll, propuesto por Wikstrém
y Berden (1972), que dio lugar a las teorias posteriores del ciclo del CoQ. (B) Teoria original del
ciclo del CoQ propuesta por Mitchell (1975), en la que interviene una deshidrogenasa alternativa.
(C) Teoria modificada del ciclo del CoQ, en la que es necesaria una segunda molécula de CoQ para
completar el mecanismo de accion del Clll. Abreviaturas: Ant A (antimicina A), Myxo (myxothiazol),
cit b (citocromo b), cit bL (citocromo b low potential), cit bH (citocromo b high potential), cit ¢
(citocromo c). ISP (proteina ferrosulfurada), sitio QP (sitio de oxidacion del QH2), sitio QN (sitio de
reduccion del Q), Q (coenzima Q), QH2 (coenzima Q reducido), QHe (radical ubisemiquinona).

1.2.3.6. Complejo IV (CIV)

El complejo IV (CIV) o citocromo ¢ oxidasa, se encarga de aceptar los electrones procedentes
del cit ¢ reducido y transferirlos al O,, generando H,O, acoplando el transporte de dos protones
al espacio intermembrana (Yoshikawa and Shimada, 2015). En la mayoria de las estructuras
cristalinas del CIV aislado, aparece como un dimero. Cada mondémero del CIV contiene 13
subunidades bien establecidas, de las cuales las tres subunidades centrales incrustadas en la
membrana estan codificadas por ADN mitocondrial, mientras que las otras estan codificadas en
el genoma nuclear (Timon-Gémez et al., 2018). Una decimocuarta subunidad adicional, NDUFA4
(antes asociada al Cl), ha sido descubierta en la estructura monomeérica del CIV en una posicion
que evitaria la formacién de dimeros (Zong et al., 2018).

1.2.4. La ATP sintasa o complejo V (CV)

La ATP sintasa o el complejo V (CV) utiliza el gradiente de protones generado por los CI, lll y IV
para fosforilar ADP y generar ATP (Mitchell, 1961). Las ATP sintasa también pueden funcionar
en la direccidén opuesta (forma reversa), para generar fuerza motriz de protones a través de la
hidrdlisis de ATP (es decir, funcionando como ATPasa) (Abbas et al, 2020). La ATP sintasa
humana esta constituida por 27 subunidades de 18 tipos, codificadas en el ADN nuclear y 2
por el ADN mitocondrial, que forman dos dominios principales: el dominio Fo-ATPasa (formado,
entre otras, por las subunidades a y 8c), embebido en la MMI y el dominio catalitico F1-ATPasa
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(formado por las subunidades 3a, 3B, y, d y €) que sobresale en la matriz mitocondrial (Runswick
et al., 2013). Ambos dominios estan unidos por el brazo central que componen las subunidades
Y, 0 y € del dominio F1 y el brazo periférico que contiene las subunidades b, d, F6 y OSCP
(Rees et al., 2012). Ademas, la actividad de la ATP sintasa puede ser regulada por su inhibidor
especifico IF1 (Formentini, Sanchez-Arago, Sanchez-Cenizo and J. M. Cuezva, 2012; Formentini,
Ryan, et al., 2017; Boreikaite et al., 2019). IF1 fue identificado inicialmente como inhibidor de su
forma reversa, sin embargo, hoy se conoce que IF1 puede inhibir su forma directa mediante su
union entre las subunidades cataliticas de la sintasa (Sanchez-Cenizo et al., 2010; Esparza-Molto,
Nuevo-Tapioles and Cuezva, 2017).

1.3. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

La mitocondria es, también, uno de los sitios de mayor produccién de ROS y, en especial manera,
de O, (Cadenas and Davies, 2000; Turrens, 2003) (Figura 6). EI O, es producido por reduccion
parcial del O, y es rapidamente transformado a H,O, por la superoxido dismutasa mitocondrial
(Weisiger and Fridovich, 1973). Experimentalmente, se ha estimado que cerca del 2% del O,
consumido es convertido en O, a nivel mitocondrial (Cadenas and Davies, 2000). Si bien una
moderada produccion de ROS es esencial para la sefalizacion celular (Barja, 1993; Linnane and
Eastwood, 2006; Formentini, SGnchez-Aragd, Sanchez-Cenizo and Cuezva, 2012), la pérdida de
equilibrio entre los sistemas de oxidacion y antioxidante provoca un exceso de ROS, generando
estrés oxidativo. La expresion y actividad de las enzimas responsables de la produccion de ROS
y de las proteinas que apantallan su formacion y propagacion varia entre tejidos, con la edad y de
organismo a organismo. Defectos genéticos, metabdlicos o incluso la sobre nutricion y un estilo
de vida sedentario o poco saludable influyen en el incremento del estrés oxidativo, contribuyendo
a la aparicion de patologias asociadas a la vejez (Barja, 2004, 2007; James et al., 2012), como
enfermedades metabdlicas y musculares (Bournat and Brown, 2010). Esto se debe a que los
ROS generan reacciones en cadena, y pueden atacar proteinas, lipidos y acidos nucleicos
conduciendo a disfunciones celulares, incluyendo pérdida de energia metabdlica, alteraciones
en la sefalizacién celular y el control del ciclo celular, mutaciones genéticas y epigenéticas,
asi como inflamacion, activacion inmune e resistencia a insulina (Formentini, Sanchez-Aragé,
Sanchez-Cenizo and Cuezva, 2012; Scialo et al., 2012; Yee, Yang and Hekimi, 2014; Formentini,
Santacatterina, Nufiez de Arenas, et al., 2017).

En la ETC, se han identificado diferentes sitios de produccion de ROS, que estan distribuidos
entre la cara interna y externa de la MMI (Figura 6). Los principales puntos de produccion de
ROS son los Cl y Clll (Lenaz, 2012; Quinlan et al., 2013), aunque el lugar de produccion depende
particularmente de los substratos que son oxidados. La produccion de ROS ocurre en los grupos
prostéticos dentro de las proteinas de la ETC, y esta favorecida cuando transportadores de
electrones como el CoQH, estan unidos a estas proteinas favoreciendo el escape de electrones
y la reduccion del O, a O,s. Ademas, formas parcialmente reducidas o radicales, como las
semiquinonas, pueden funcionar ellas mismas como donadores de electrones, favoreciendo la
produccion y propagacion de los ROS (Turrens, Alexandre and Lehninger, 1985; Turrens, 2003).
Para que la transferencia de un electron al O, tenga lugar -generando ROS-, tanto el O, como
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el dador de un electrén, deben estar a una distancia minima de 14 A (1 A=0.1 nm) (Moser et al.,
2006). EI O, es hasta 3 veces mas soluble dentro de la membrana que en el agua (Shiva et al.,
2001), por lo que puede localizarse cerca de los puntos de transferencia de electrones dentro
de la MMI. Sin embargo, las proteinas transportadoras de electrones de la ETC suelen tener los
centros activos de transferencia electronica embebidos dentro de su estructura y protegidos
del O,, minimizando asi la formacion de ROS. Por lo tanto, el escape de electrones suele ocurrir
en puntos donde los centros activos estan expuestos, sea a la fase acuosa de la matriz o en el
interior de la membrana y, por tanto, donde el O, puede reaccionar con los grupos prostéticos.

En este sentido, el Cl contiene siete centros FeS bien protegidos del O, en el brazo hidrofilico que
intervienen en la transferencia de electrones desde el FMN al CoQ, por lo que la reduccion del
O, a O,* ocurre probablemente en el grupo FMN y en el sitio de union al CoQ (sitio de union del
inhibidor rotenona)(Herrero and Barja, 2000; Zhu, Vinothkumar and Hirst, 2016) (Figura 6). Por
otro lado, esta ampliamente aceptado que la acumulacion de CoQH, genera O, a través de RET
(“retrograde electron transport”), un mecanismo que equilibra el ratio CoQH,/CoQ conduciendo
los electrones hacia el Cl y de éste al O, (Turrens, 2003; Hirst, King and Pryde, 2008; Pryde and
Hirst, 2011). EI Cll, aunque en menor proporcion, también constituye un sitio de produccion de
ROS, especialmente la subunidad SDHA, que contiene el FAD unido covalentemente y es el punto
de entrada de los electrones por este complejo (Quinlan et al., 2013; Sanchez-Gonzélez et al.,
2020) (Figura 6). La produccion de ROS por este complejo puede aumentar debido a mutaciones
en la estructura (Hoekstra and Bayley, 2013), por modificaciones post-trasduccionales o por el
aumento de su actividad debido a un incremento de FADH, (Sanchez-Gonzalez et al., 2020). La
actividad del Cll puede ser inhibida farmacolégicamente mediante el compuesto carboxina, que
se une al dominio FAD y por malonato, que se une al sitio Q. La totalidad de los ROS producidos
se encuentran en la matriz, debido a la localizacion del complejo.

En el Clll, los sitos de produccion de ROS son el sitio Q, y, sobre todo, el sitio Q (Quinlan et al.,
2013) (Figura 6). Experimentos en mitocondrias de musculo esquelético de ratas demostraron que
aproximadamente el 63% de los ROS son producidos en la matriz (Treberg, Quinlan and Brand,
2010). La antimicina A bloquea especificamente el sitio Q,, lo que provoca un estancamiento de
los electrones en el cit b, del Clll, no pudiendo ser el CoQ reducido durante el ciclo del CoQ,
y como consecuencia, los electrones terminan reduciendo el O, con la consiguiente formacion
de O,¢ (Quinlan et al., 2013). Los inhibidores del sitio Q,, como el myxothiazol y la estigmatelina,
bloquean la oxidacion de CoQH,, lo provoca que los electrones no puedan entrar en el Clll, y
evitando, al menos por parte del Clll, la formacion de ROS.

Si bien el CIV no es una fuente directa de ROS, su inhibicion o mutaciones que afecten a su
actividad pueden facilitar la produccién de ROS a partir de los Cl o Clll (Chen et al., 2003; Yoon
et al., 2005; Reichart et al., 2019). El CV tampoco produce ROS de manera directa. Sin embargo,
cuando la ATP sintasa es inhibida por su inhibidor especifico IF1, se produce un leve incremento
del A¥Ym que como consecuencia incrementa la produccion de ROS en otros puntos de la ETC
(Formentini, Sanchez-Aragd, Sanchez-Cenizo and J. M. C. Cuezva, 2012; Sanchez-Gonzalez et
al., 2020).
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Figura 6. Sitios de producciéon de ROS en la ETC mitocondrial. Los principales sitios de produccion
de ROS son el Cl y lll, aunque se ha demostrado que el Cll y otras DFDs son capaces de generar
ROS. Ademas, niveles altos de CoQH, generan ROS a través de RET via el CI. Las flechas rojas
indican los principales puntos de escape de electrones hacia el O,, con la consiguiente formacion
de superdxido (O,°).

Aunque los Cl y Clll son considerados como las fuentes principales de los ROS mitocondriales,
en los ultimos afos se ha puesto de manifiesto que las DFDs juegan un papel importante en
su produccion (Tahara, Navarete and Kowaltowski, 2009). En el musculo esquelético, son
especialmente importantes GPD2 (Mracek, Drahota and Housték, 2013) y ETFDH (Hoffman and
Brookes, 2009) (Figura 6), debido al activo catabolismo de glucosa y acidos grasos en este tejido.
La produccién de ROS debido al catabolismo de los acidos grasos es un proceso conocido,
pero poco entendido, que plantea diversas preguntas. Por ejemplo, ¢ es la ruta de la FAO una via
facil por donde los electrones pueden desviarse hacia el O,? o, por el contrario, s es la elevada
capacidad calorifica de estos sustratos lo que produce un exceso de electrones en la parte distal
de la ETC? Algunas investigaciones al respecto afirman que la produccién de ROS dependiente
de laFAO notiene una dependencia directa del AWYm en mitocondrias aisladas de musculo (Seifert
et al., 2010) ni de cerebro (Sipos, Tretter and Adam-Vizi, 2003). Esto conduce a pensar que se
puede producir una fuga de electrones hacia el O, antes de que alcancen la ETC, especialmente,
en las flavoproteinas que intervienen el transporte de electrones, como ETF o ETFDH (Seifert
et al., 2010; Perevoshchikova et al., 2013). El mecanismo de formacién de ROS sigue siendo
incierto, pero es probable que esté asociado con una transferencia de electrones improductiva
de FAD a CoQ y/o con altas concentraciones de una o ambas formas de semiquinona de FAD
y CoQ. Los experimentos futuros destinados a comprender el mecanismo de transferencia de
electrones desde FAD a CoQ deben tener en cuenta la posibilidad de que este proceso genere
O,* y las posibles consecuencias de las mutaciones en la interfaz de los DUF y DUQ y en los
niveles de CoQ y CoQH,. Un estudio mas detallado del modo en el que la FAO produce ROS y
de las enzimas y moléculas implicadas en el proceso podria arrojar mas luz sobre la regulacion
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de esta ruta imprescindible para tejidos como el musculo o el corazéon. De igual manera, un
conocimiento mas preciso del modo de accion de las DFDs mitocondriales podria utilizarse como
estrategia para el desarrollo de terapias frente distintas miopatias y enfermedades metabdlicas.
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2. Objetivos

En relacion a lo expuesto anteriormente, muchos son los interrogantes que permanecen sin
respuesta. El musculo esquelético es un 6rgano ideal para estudiar los mecanismos moleculares
de accion de las DFDs debido a su gran demanda energética y su capacidad de catabolizar
diferentes tipos de sustratos, de los cuales, una gran parte entran en la ETC a través de ETFDH.
La importancia de ETFDH en la bioenergética mitocondrial ha sido a menudo infravalorada y
existen cuestiones todavia por esclarecer, como por ejemplo, su estrecha conexién con el Cll,
su implicacion en la generacién de ROS o su papel en la generacion de deficiencias de CoQ.

Por ello, el objetivo principal de esta tesis es ahondar en el estudio de la deshidrogenasa ETFDH
como moduladora central del metabolismo energético del musculo esquelético.

En base a esta premisa, nos hemos propuesto los siguientes objetivos especificos:
1. Estudiar el papel de la DFDs, y en particular de ETFDH, en la bioenergética mitocondrial.

2. Desvelar la funcion de ETFDH en la regulacion de la biosintesis, estado redox y deficiencias
del CoQ.

3. Desarrollar y caracterizar el primer modelo animal ETFDH-KO condicional y especifico de
musculo esquelético.
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3. Materiales y métodos

3.1. Materiales

3.1.1. Lineas celulares

Para el desarrollo de esta tesis doctoral se han utilizado diversas lineas celulares en cultivo in
vitro. La descripcidn de las lineas utilizadas y las condiciones de cultivo se encuentran descritas

en la Tabla 2.

Tabla 2. Lineas celulares

Linea celular Descripcién Origen  Medio de cultivo
C2C12 Linea de mioblastos no Ratoén Dulbecco's
tumorales modified Eagle's
(ATCC CRL-1772) medium (DMEM)
Fibroblastos Lineas derivadas de Humano MEM (Eagle's
pacientes con mutaciones y minimal essential
controles medium)
Fibroblastos Wild type Ratoén Dulbecco's

modified Eagle's
medium (DMEM)
Fibroblastos Oxidasa alternativa Ratoén Dulbecco's

(AOX) modified Eagle's
medium (DMEM)

5% de suero

dializado

Las lineas de fibroblastos derivadas de pacientes son:

* Paciente M2: mutacion en ETFDH (heterocigoto para los cambios p.Val451Leu y p.
Term618GiIn).

* Paciente M3: mutacion en BCKDHB (homocigoto para el cambio p.Lys116fs)

e Paciente M4: mutacion en DBT (heterocigoto para los cambios p.Ala422Ser vy
p.Asp145Glufs*28)

* Paciente M9: mutacion indeterminada en ACAD9
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3.1.2. Ratones

Las lineas murinas utilizadas han sido las siguientes:

- Linea Etfdh tm1a (EUCOMM)Hmgu (EMMA ID: 09069): contiene la maquinaria genética
para delecionar el exén 2 del gen ETFDH.
- Linea B6;C3-Tg (ACTA1-rtTA,tetO-cre)102Monk/J: contiene la maquinaria genética para la
expresion musculo especifica de Cre inducible por doxiciclina.

- Linea C57BL/6 x C3H: fondo genético para mantenimiento de lineas.

- Linea C57BL/6-FLPe: expresa flipasa en todos los tejidos.

3.1.3. Cepas bacterianas

Para la generacién, amplificacion y mantenimiento de plasmidos se ha utilizado la cepa de
Escherichia Coli DH5a, que maximiza la eficiencia de transformacion y la estabilidad de los
plasmidos. Las bacterias fueron crecidas en medio liquido LB (Lysogeny Broth) en agitacién (200

rpm) a 37°C, suplementado con los antibiéticos ampicilina o kanamicina (100ug/ml), dependiendo
de la resistencia antibiética del plasmido que porten.

3.1.4. Plasmidos

En la Tabla 3 se muestra los plasmidos de origen bacteriano que se han utilizado como vectores
de expresion de proteinas recombinantes en mamiferos, para facilitar la clonacién de fragmentos
de ADN y para la generacion de lineas KO.

Tabla 3. Plasmidos

Nombre

Descripcion

Utilizacion

pCADN3.1(+)

Promotor CMV.
Resistencia ampicilina y
kanamicina/neomicina

Sobreexpresiéon de ETFDH
y variantes mutadas de
ETFDH

pCMV_SPORT6

Promotor CMV.

Resistencia ampicilina

Sobreexpresiéon de ETFDH

pGEM-t (Promega)

Promotor LacZ inducible
por IPTG. Resistencia a

ampicilina

Clonacién de productos de
PCR

pSpCas9(BB)-2A-GFP

Promotor U6. Contiene
Cas9 y GFP. Resistencia

ampicilina

Generacion de lineas
knock-out
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3.1.5. Oligonucleétidos

Los oligonucleodtidos utilizados se disenaron utilizando la interfaz en linea Primer3Plus (Rozen
and Skaletsky, 2000) y su especificidad se verificd con el genoma completo o el transcriptoma
de la especie correspondiente (humano o raton) utilizando Primer-BLAST (Ye et al., 2012). Esta
comprobacion no se realizd para los primers descritos como universales. Su fabricacion fue
encomendada a diferentes casas comerciales. En la Tabla 4, estan indicados los oligonucleétidos
utilizados para el genotipado de ratones; en la Tabla 5, los oligonucleétidos universales utilizados
para la comprobacion de clones; en la Tablas 6, los oligonucleétidos utilizados para CRISPR; en
la Tabla 7, los oligonucledtidos utilizados para la clonacién de la secuencia de humana de ETFDH
y sus formas mutadas; en la Tabla 8, los oligonucleétidos utilizados para medir los niveles de
expresion génica.

Tabla 4. Oligonucleétidos para genotipado de ratones

Oligonucleoétidos para genotipado de Secuencia 5’-3’
ratones
LacZ fw TACTGGAGGCTGAAGTTCAGAT
LacZ rv GCGTTTCACCCTGCCATAA
Neo fw TTGAACAAGATGGATTGCACGC
Neo rv CCTCGTCCTGCAGTTCATT
FLPe fw CACTGATATTGTAAGTAGTTTGC
FLPe rv CTAGTGCGAAGTAGTGATCAGG
Tmlc fw AAGGCGCATAACGATACCAC
Tmlc rv CCGCCTACTGCGACTATAGAGA
ACTAl fw CTGTTCGGCCTTGAATTGAT
ACTAl rv CATGTCCAGATCGAAATCGTC
Etfdh 5’ arm CTGCTGTACCTCAGATTACCA
Etfdh 3’ arm GTGTGCTCACTATGCTTCAGA
LAR3 CAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC
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Tabla 5. Listado de oligonucleétidos universales

Oligonucleotidos

universales

M13 FW

M13 RV

promotor T7

promotor CMV

promotor SP6

promotor U6

Secuencia 5’-3’

GTAAAACGACGGCCAGT
CAGGAAACAGCTATGAC
TAATACGACTCACTATAGG
GTGATGCGGTTTGGCAGTA
TACGATTTAGGTGACACTATAG

ATAAGGATCCGGTCTCGCTATGAGGGCCTATTTCCCAT
G

Tablas 6. Listado de oligonucledtidos utilizados para CRISPR

Oligonucleétidos para

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

CRISPR

sgRNA_ETFA fw

sgRNA ETFA rv

sgRNA_ETFB fw

sgRNA ETEB rv

Mouse sgRNA ETFDH fw

Mouse sgRNA ETFDH rv

Mouse sgRNA PRODH fw

Mouse sgRNA PRODH rv

Mouse sgRNA DLD fw

Mouse sgRNA DLD rw

Mouse sgRNA DHODH fw

Mouse sgRNA DHODH rv

Mouse sgRNA COQz fw

Mouse sgRNA COQZ rv
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Secuencia 5’-3’

CACCGACTGCAGCTGGACGTCTTGG

AAACCCAAGACGTCCAGCTGCAGTC

CACCGTGACCACTCCAGACTTGTC

AAACGACAAGTCTGGAGTGGTCAC

CACCGAACATCTTGGAGCACACAG

AAACCTGTGTGCTCCAAGATGTTC

CACCGCGAGGACCAGGAGTCTATC

AAACGATAGACTCCTGGTCCTCGC

CACCGAACTGAAGAAACTCCTTGT
AAACACAAGGAGTTTCTTCAGTTC
CACCGCCTGAAACGTAGCTCGAGGA
AAACTCCTCGAGCTACGTTTCAGGC
CACCGATGCTGCGCTGGGGAGGCGC

AAACGCGCCTCCCCAGCGCAGCATC
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Tabla 7. Listado de los oligonucleétidos utilizados para la clonacién de la secuencia de humana
de ETFDH y sus formas mutadas.

Oligonucleétidos para clonacién Secuencia 5’-3’
(en color la enzima de restriccion)
ETFDH fw (HindIIT) GCGCGCAAGCTTATGCTGGTGCCGCTAGCCAAGC
ETFDH rv (XhoI) GCGCGCCTCGAGTTACATTCCATTGTAAGCAGGT
ETFDH G273E fw AGACATACCTATGGAGAATCTTTCCT
ETFDH G273E rv GGAAAGATTCTCCATAGGTATGTCT
ETFDH Y271A fw AGACATACCGCTGGAGAATCTTTCCT
ETFDH Y271A rv GGAAAGATTCTCCAGCGGTATGTCT

Tabla 8. Listado de los oligonucledtidos utilizados para medir los niveles de expresion génica.

Oligonucledtidos para RT-PCR Secuencia 5’-3’
CDK1 fw GGGAATTGTGTTTTGCCACT
CDK1 rv GATGTCAACCGGAGTGGAGT
CDK2 fw AAGATTGGAGAGGGCACGTA
CDK2 rv CATCCAGCAGCTTGACGATA
CDK4 fw CTGGTACCGAGCTCCTGAAG
CDK4 rv GTCGTCTTCTGGAGGCAATC
CDK6 fw TGTTTCAGCTTCTCCGAGGT
CDK6 rv GACTGGAGCAGGACTTCTGG
Ciclina A2 fw CAAGACTCGACGGGTTGCTC
Ciclina A2 rv GCTGGCCTCTTCTGAGTCTC
Ciclina B1 fw TGTGTGAACCAGAGGTGGAA
Ciclina Bl rv GCGTCTACGTCACTCACTGC
Ciclina D1 fw AGTGCGTGCAGAAGGAGATT
Ciclina D1 rv CACAACTTCTCGGCAGTCAA
Ciclina E fw CAGACTCTCCGCAAGAAACC
Ciclina E rv TAATGCAAGGGCTGATTCCT

p21 fw GTACTTCCTCTGCCCTGCTG

p2l rv TCTGCGCTTGGAGTGATAGA

p27 fw TTGGGTCTCAGGCARACTCT
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p27 rv TCTGTTCTGTTGGCCCTTTT
P57 fw AGGAGCAGGACGAGAATCAA
poT rv ACGTTTGGAGAGGGACACC
INKAA fw GTACCCCGATTCAGGTGATG
INK4A rv TCTTGATGTCCCCGCTCTT
INKAC fw AACTGCGCTGCAGGTTATG
INKAC rv GGGCAGGTTCCCTTCATTAT
TGF-B fw TGCGCTTGCAGAGATTAARAR
TGF-B rv AGCCCTGTATTCCGTCTCCT
SMAD3 fw CACAGCCACCATGAATTACG
SMAD3 rv GAARTATTGCTCTGGGGCTCA
ETFA fw TTCGGAGGTGAAGTGTCCTGC
ETFA rv AGCTACTCTGGGCAGAAGGT
ETFB fw AABGCCGGACAAGTCTGGAG
ETFB rv CAGTTCGGATGGTCTCCTGG
DLD fw GGCGGCCCTTTACTCAGAAT
DLD rwv GGCCATCCCTTCAACACAGA
GPD2 fw AACGATGCACGGATGAACCT
GPD2 rv ATCATCCATTTTGCGCACGG
PRODH fw GGGCAGCAGAGATCGGTTAT
PRODH rvw CAGCAGGATGCAGGCCTATC
DHODH fw CCTGGTGGTTAACGTGTCCA
DHODH rw ATGATCAGTCCGTCGATGCC
MyH1 fw AAGACCGAAGGCGGAACTAC
MyH1 rv TGACAGTGACGCAGAACAGG
MYH7 fw CTCAAGCTGCTCAGCAATCTATTT
MYH7 rv GGAGCGCAAGTTTGTCATAAGT
MYOG fw GTGCCCAGTGAATGCAACTC
MYOG rv GCTGTCCACGATGGACGTARA
MyoD fw CTCCAACTGCTCTGATGGCA
MyoD rv GAGATGCGCTCCACTATGCT
MYF5 fw TGAGGGAACAGGTGGAGAAC
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MYFEF5 rwv
B-actina fw
B-actina rv

GRPDH FW

GAFDH RV

185-F

185-R

3.1.6. Anticuerpos
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AGCTGGACACGGAGCTTTTA
AACACAGTGCTGTCTGGTGGT
GATCCACATCTGCTGGAAGG
TGCGACTTCAACAGCAACTC
GGATAGGGCCTCTCTTGCTC
AACGGTCTAGACAACAAGCTG

AGTGGTCTTGGTGTGCTGAC

La Tabla 9 contiene todos los anticuerpos que se han utilizado en el desarrollo de esta tesis
doctoral, tanto para western blots (WB), inmunoprecipitaciones (IP) e inmunomarcajes.

Tabla 9. Listado de anticuerpos

Antigeno  Peso molecular

(kDa)

ACC 265
ACLY 140
B-Actina 42
B-F1ATPasa 52
CDK1 34
coQ2 40
CoxlV 24
DRP1 81

Origen

Conejo/
Policlonal
Raton/
Monoclonal

Raton/
Monoclonal
Conejo/
Policlonal

Conejo/
Policlonal

Raton/
Monoclonal
Raton/
Monoclonal

Ratén/
Monoclonal

Referencia Uso
3662 (Cell Signaling ~ WB (1:1000)
Technology)
610962 WB (1:1000)
(BD Transduction
Laboratories)
A5316 (Sigma) WB (1:10000)

(Cuezva et al.,

WB/BN (1:3000),

2002) inmunomarcaje
77055 (Cell WB (1:1000)
Signaling
Technology)
sc-517107 WB (1:1000), IP

(Santa Cruz)
459600 (Invitrogen)

611112 (BD
Transduction

WB (1:1000)

Laboratories)

WB/BN (1:1000)
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ETFA

ETFB

ETFDH

FASN

GAPDH

H2AX

IF1

MDA

MFN1

MFN2

mTOR

NDUFAS9

OPA1

pd3

p70

p-p70

pACC

p-CDK1

54

35

27

67

270

35

15

12

varias

85

85

289

42

111

53

70

70

265

34

Raton/

Monoclonal

Cabra/Policlonal

Conejo/
Policlonal

Raton/

Monoclonal

Raton/

Monoclonal

Conejo/
Policlonal

Ratdn/

Monoclonal

Conejo/
Policlonal

Ratdn/

Monoclonal

Raton/

Monoclonal

Conejof
Policlonal

Ratdn/

Monoclonal

Ratén/

Monoclonal

Conejo/
Policlonal

Conejo/
Policlonal
Conejof
Policlonal
Conejo/
Policlonal

Conejo/
Policlonal

ab110316
(Abcam)

ab104944
(Abcam)

PA5-19340
(Thermo Fisher)

610962

(Acebo et al., 2009)

(Sanchez-Cenizo et
al., 2010)

ab6463 (Abcam)

ab57602 (Abcam)

ab56889 (Abcam)

2972 (Cell Signaling
Technology)

ab14713 (abcam)

612606 (BD
Transduction
Laboratories)

PAb 240 (Abcam)

9202 (Cell Signaling
Technology)
9205 (Cell Signaling
Technology
3661(Cell Signaling
Technology)
4539 (Cell Signaling
Technology)

WB (1:1000), IP

WB/BN (1:1000)

WB/BN (1:1000),

P

WB (1:1000)

WB (1:1000)

WB

WB (1:1000)

WB (1:1000)

WB (1:1000)

WB (1:1000)

WB (1:1000)

WB/BN (1:1000),

P

WB (1:1000)

WB (1:1000)

WB (1:1000)

WB (fosforilacion

Thr389) (1:1000)
WB (fosforilacién
Ser79) (1:1000)
WB (fosforilacion
Tyr15) (1:1000)



p-mTOR 289

pSMAD3 48
p-S6 32

S6 32

SDHA 72
SDHB 32

Tubulina 50

UQCRCII 48
VDAC 31
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Conejo/ 2971 (Cell Signaling WB (fosforilacion
Policlonal Technology) Ser2448)
Ratén/ ab84177 (Abcam) WB (1:1000)
Monoclonal
Conejo/ 2211 (Cell Signaling WB (fosforilacién
Policlonal Technology) Ser235/236)
(1:1000)
Conejo/ 2217 (Cell Signaling WB (1:1000)
Policlonal Technology)
Raton/ ab14715 (Abcam)  WB (1:1000), IP
Monoclonal
Ratén/ 459230 (Invitrogen)  WB/BN (1:1000)
Monoclonal
Ratén/ MilliporeSigma WB (1:3000)
Monoclonal (T9026)
Ratén/ ab14745 (abcam)  WB/BN (1:1000),
Monoclonal IP
Raton/ ab15895 (abcam)  WB/BN (1:1000)
Monoclonal

3.1.7. Compuestos quimicos y radioisétopos

En este estudio, se han utilizado los radioisétopos mostrados en la Tabla 10 y los compuestos
quimicos mostrados en la Tabla 11.

Tabla 10. Listado de radioisétopos

Radioisotopos
L- Leucina-[14C(U)]

L -Isoleucina-[14C(U)]

Acido palmitico-[9,10 -
3H(N)]

Uso

Medicion del catabolismo
de BCAA

Medicidon del catabolismo
de BCAA

Medicion de la FAO

Referencia

Perkin-Elmer
(NEC279E050UC)

Perkin-Elmer
(NEC278E050UC)

Perkin Elmer
(NET043001MC)
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Tabla 11. Listado de compuestos quimicos

Compuesto
Oligomicina
Dinitrofenol (DNP)
FCCP

Rotenona

Antimicina A

Myxothiazol
Carboxina
Etomoxir

Acido 4-clorbenzoico
(4-CBA)

Doxiciclina

DL-Dithiothreitol (DTT)

Uso
Seahorse
Seahorse

Medicion de ROS y
potencial

Seahorse, Medicion de
ROS, potencial

Seahorse, Medicion de
ROS, potencial

Medicion de ROS
Medicion de ROS
Inhibicion de la FAO

Inhibicion de la biosintesis
del CoQ

Generacion de ratéon KO

Agente reductor

Referencia
Sigma-Aldrich (04876)
Sigma-Aldrich (D198501)
Sigma-Aldrich (C2920)

Sigma-Aldrich (R8875)
Sigma-Aldrich (A8474)

Sigma-Aldrich (T5580)
Sigma-Aldrich (45371)
Sigma-Aldrich (E1905)
Sigma-Aldrich (135585)

Sigma-Aldrich (D9891)

Sigma-Aldrich (D0632)

RSL3 Inductor de ferroptosis Selleckchem
Idebenone Medicion de ROS y Selleckchem
viabilidad celular
MitoQ Medicion de ROS y Michael.P.Murphy
viabilidad celular (Antipodean
Pharmaceutical
Inc.)
3.2. Métodos

3.2.1. Métodos de Biologia Molecular

3.2.1.1. Técnicas de ADN recombinante y estrategias de clonacién

Las técnicas de ADN recombinante se han utilizado en este estudio para la creacion de plasmidos
de expresion de proteinas humanas recombinantes en células de mamiferos. Asimismo, se
han creado plasmidos utilizados para silenciamiento génico mediante CRISPR y para clonar
secuencias de ADN gendmico para facilitar su secuenciacion.

Las secuencias de las proteinas recombinantes que han sido clonadas fueron amplificadas
mediante PCR utilizando ADN complementario (ADNc) humano, utilizando primers que fueron
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disefiados para contener los sitios de restriccion necesarios para insertar las secuencias en los
plasmidos de expresion.

Una vez amplificada la secuencia de ADN que contiene el gen en estudio (ETFDH), se procedié
con la digestidon de los sitios de restriccion (Hindlll y EcoRl) introducidos en las secuencias. Los
plasmidos pCADN3.1 y pSPORT®6 fueron digeridos por separado utilizando las mismas enzimas.
Esta digestion se llevo a cabo incubando a 37°C durante 1 hora (h). Posteriormente, se incubaron
a 65°C durante 20 minutos (min) para inactivar las enzimas de restriccion. Luego se procedio a
ligar las secuencias digeridas al plasmido abierto en un ratio 1:3 inserto:plasmido, mediante la
incubacion a temperatura ambiente de 1h con una Ligasa T4 (Thermo Fisher). A continuacién, 4
ML del producto de ligacion fueron utilizados para transformar las bacterias.

Para la creaciéon de los plasmidos utilizados para silenciamiento génico mediante CRISPR, el
plasmido pSpCas9(BB)-2A-GFP (Addgene ID: 48138) fue digerido con la enzima Bbs/ en las
mismas condiciones que se indica arriba. Simultaneamente, cada pareja de oligonucleétidos
disenados como gRNA fueron alineados utilizando cada uno de ellos a una concentracion 10 uM.
Fueron incubados en presencia del buffer NEB10x 2.1 durante 1 h a temperatura ambiente. A
continuacion, se procedio a la ligacion de los gRNAs alineados al plasmido como se indica arriba.
Por ultimo, se utilizo el sistema pGEM-T Easy Vector (Promega) para la clonacion de fragmentos
de ADN genomico amplificados con fines de comprobar las mutaciones realizadas, ya que
estabiliza la molécula para su correcta secuenciacion.

3.2.1.2. Transformacion de bacterias

La transformacion de Escherichia Coli DH5a se realizé mediante el protocolo estandarizado de
“choque térmico”. Brevemente, se anadio 100 ng de plasmido a 100 uL de bacterias competentes
y se incubaron en hielo durante 20 min, se procedio a realizar el choque térmico incubando las
bacterias a 42°C durante 45 segundos (seg), tras lo cual se volvieron a incubar en hielo durante
5 min. A continuacion, se afiadieron 700 uL de medio LB y se incubaron en agitacién 1h a 37°C.
Tras esto, se centrifugaron a 8000 rpm durante 3 min y se plaquearon en una placa Petri con LB
mas antibiético. Se dejaron en la estufa a 37°C toda la noche antes de comprobar las unidades
formadoras de colonias (UFC).

3.2.1.3. PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha utilizado para la amplificacion de genes para
su posterior clonacion en plasmidos de expresion de células de mamiferos. En este caso, se ha
utilizado una polimerasa de alta fidelidad (CloneAmp HiFi PCR Premix, Takara) utilizando 100 ng
de ADNc obtenido de células humanas HCT116 y los correspondientes primers a 5uM, con las
condiciones que indica el fabricante. Alternativamente, para la generacion de secuencias con
modificaciones genéticas, se ha utilizado el ADN plasmidico (previamente clonado) a la misma
concentracion como “template”.
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Para el chequeo de UFC en los procesos de clonacion, se utilizado la polimerasa GoTaq
(Promega). Directamente, picando con una punta la colonia e introduciéndola en el tubo que
contiene la mezcla (buffer 10X, 25 mM MgClI2, 10 mM dNTPs y H,O hasta un volumen final de
25 uL) que indica el proveedor. Las condiciones del termociclador variaron en la temperatura
de “annealing” (T2A) dependiendo de la pareja de primers utilizadas en cada momento. Para la
comprobacion de fragmentos de ADN insertados en pGEM-t se utilizé la pareja de primers T7-
SP6 a 50°C T2A o la pareja M13 FW-M13 RV a 60°C T2A. En el caso de las gRNAs insertadas
en el plasmido pSpCas9(BB)-2A-GFP se utilizé la pareja U6 promoter- gRNA RV 58°C T2A. Se
utilizaron 35 ciclos, en cualquier caso.

Para el genotipado de ratones se utilizd la polimerasa Gotaq (Promega), siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Las condiciones fueron similares al caso anterior, con la
excepcion de la pareja de primers utilizados. En este caso, las parejas fueron, LacZ fw-LacZ rv,
Neo fw-Neo rv, FPLe fw-FPLe rv, Tm1c fw-Tm1c rv y ACTA1 fw-ACTA1 rv. Las condiciones del
termociclador fueron de 35 ciclos de 94°C 2 min, 60°C 30 seg y 72°C 30 seg.

3.2.1.4. Electroforesis en geles de agarosa

El analisis de los productos de PCR se realizd mediante fraccionamiento en geles de agarosa
al 1% preparados en tampon TBE (Tris, acido bérico, EDTA, pH 8) usando Gel-Red® (Biotium)
como colorante. Aproximadamente, 1/5 del volumen del producto de PCR se cargd en el gel y
se utilizé 1 Kb Plus ADN Ladder (Thermo Fisher Scientific) para estimar el tamafo de las bandas.

3.2.1.5. Extraccion de plasmidos y ADN genémico

La extraccion de plasmidos se realizo siguiendo el protocolo de Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) o con el Plasmid MAXI kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se utilizd un cultivo de 10 ml o 100ml, respectivamente, de cultivos bacterianos
crecidos durante la noche con antibi6tico.

La purificacion de bandas de ADN en gel de agarosa se realizé con Wizard® SV Gel- PCR Clean-
Up System (Promega).

La extraccion de ADN gendémico de células cultivadas in vitro se realizé resuspendiendo el pellet
celular en un tampén de lisis (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH9, 0,45% Nonidet p40, 0,45%
Tween 20) anadiendo Proteinasa K (1 pl por 100 pl de tampdn de lisis). La muestra se incub6 a
56°C durante al menos 2h, y posteriormente, se incub6 a 95°C durante 5 min para inactivar la
Proteinasa K.

La extraccion de ADN gendmico de ratones se realiz6 a partir de un pedazo de 1 mm de cola de
raton. Brevemente, cada cola se introdujo en un tubo eppendorf con 88 uL de H,0, 1 U/ uL KAPA
Express Extract Enzyme y 10 yL de 10x KAPA Express Extract Buffer. Se incubaron durante 10
min a 75°C y, posteriormente, a 5 min a 95°C. Tras centrifugar a 13200 rpm durante 1 min, se
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recogio el sobrenadante y se midio la concentracion de ADN.

Todas las muestras de ADN extraidas fueron medidas en Thermo Scientific™ Espectrofotometros
NanoDrop™ (ng/uL), teniendo en cuenta los ratios A260/A280 (~ 1,8) y A260/A230 (~2,0).

3.2.1.6. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se llevo a cabo lisando y homogenizando las muestras en Trizol™ Reagent
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé6 1 ml de Trizol
por 5 x 10° células y 100 mg de tejido de musculo esquelético de ratén. Tras la extraccion, se
cuantificé la cantidad de ARN extraido en NanoDrop™ (ng/uL).

3.2.1.7. Reverse trancriptase PCR

Para la retrotranscripcion de 1 ug de RNA purificado en cADN se utilizé el High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.2.1.8. Real time PCR

Los niveles de expresion génica (ARNm) se midieron mediante Real Time PCR (RT-PCR). 5 ng
de ARNm retrotranscribido en ADNc se utilizé como “template” de cada reaccion, junto con
5 yL de Fast SYBR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) y 1 yL de cada pareja de primers.
Para la reaccion se utilizo el sistema de deteccion ABI Prism 7900HT (Thermo Fisher Scientific)
de la Unidad de Gendémica del CBMSO. Los primers utilizados se muestran en la Tabla 7. Las
condiciones del termociclador fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial de 20 seg a 95°C,
40 ciclos de amplificacion de 1 seg 95°C y 20 seg 60°C cada uno, seguido del analisis de la
curva de disociacion para detectar una posible amplificacion inespecifica. El analisis estadistico
utilizado para comprobar la expresion relativa de los genes estudiados fue el método AACH,
utilizando como genes normalizadores B-Actina, GAPDH y Ribo 18S

3.2.1.9. Secuenciacion

Los productos de PCR limpiados o los plasmidos extraidos tras el proceso de clonacion fueron
secuenciados en Macrogen Inc., con el fin de comprobar que no hubiese mutaciones.

3.2.1.10. Generacion de lineas celulares knock-out mediante CRISPR/Cas9

Se utilizé la técnica CRISPR (del inglés: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) para la generacion de lineas celulares knock-out (KO) de los genes ETFA, ETFB, ETFDH,
PRODH, GPD2, DLD, DHODH y COQZ siguiendo el protocolo de Ran (Ran et al., 2013). Para el
disefio de oligonucledtidos guia (QRNA) se utilizé una herramienta informatica, disponible en la
siguiente web: http://www.rgenome.net/cas-designer/. Se utilizo la secuencia del segundo exén
de cada gen para la busqueda de gRNAs con la menor probabilidad de off targets (Park, Bae and
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Kim, 2015). Los oligonucledtidos de gRNA (sentido y antisentido) se hibridaron e, inmediatamente,
se clonaron en el plasmido pSpCas9 (BB) -2A-GFP como se ha indicado anteriormente.

Las células en confluencia se transfectaron mediante electroporacion o lipofectamina con el
plasmido que contenia un gRNAs de control (pSpCas9-GFP-control) o el plasmido que contenia
el gRNAs diana (pSpCas9-GFP-ETFDH, por ejemplo), como se explica mas adelante. Después
de 48h de incubacién, se recogieron todas las células para el aislamiento de las lineas celulares
clonales mediante FACS, que seleccionaba soélo células que expresaban GFP. Este procedimiento
fue realizado por la Unidad de Citometria del CBMSO. Después de FACS, las células se sembraron
y se expandieron. Finalmente, las lineas celulares KO generadas se comprobaron mediante
western blot o secuenciacion (cuando no disponiamos de anticuerpos especificos).

3.2.2 Métodos de Bioquimica

3.2.2.1. Extraccion y cuantificacion de proteinas de células en cultivo y tejido de ratén

La extraccion de proteinas de cultivos celulares para western blots se realizd mediante un
buffer de lisis (Tris 50 mM pH 8, NaCl 100 mM, 1% Triton, DTT 1 mM, 0,1% SDS, 0,4% EDTA,
inhibidores de proteasas y fosfatasas). Brevemente, el pellet celular obtenido por tripsinizacion
y centrifugacion fue resuspendido en aproximadamente 200 pl de buffer de lisis e incubado en
hielo durante 5 min. Posteriormente, el volumen anterior fue congelado en nieve carbonica y
descongelado a 37°C, 3 veces, para completar la ruptura celular. Se centrifugd la muestra a
13200 rpm vy el recolecté el sobrenadante en un tubo nuevo para su posterior cuantificacion.

La extraccion de proteinas de tejido de musculo esquelético, higado, corazén y cerebro de ratdon
se realiz6 partiendo de aproximadamente 100 mg de tejido. El tejido, previamente congelado, se
homogenizd y disgrego utilizando el TissueLizer Il (Quiagen) e introduciendo una “bead” en cada
tubo. Tras la homogenizacién del tejido, se afnadié buffer de lisis y se procedid con el protocolo
mencionado arriba.

La cantidad de proteina total de los extractos de proteinas se determind mediante el reactivo
de Bradford (Bio-Rad) siguiendo las recomendaciones del fabricante y usando una solucion de
concentracion conocida de BSA como patron de referencia.

3.2.2.2. Extraccion y purificacion de mitocondrias de células en cultivo y de tejidos de ratén

Para la extraccion y purificacion de mitocondrias de células en cultivo se crecieron hasta llegar
a confluencia 8 placas de 100 mm de diametro. Las células fueron recolectadas mediante
tripsinizacion durante 3 min y centrifugacion a 1200 rpm 5 min. Para proceder con la ruptura
de la membrana plasmatica de las células, el pellet celular se resuspendid en un medio
hipoténico (sacarosa 83 mM, MOPs 10 mM, pH 7,2), en una relacién 7:1 tampén:pellet celular
(volumen:volumen) y fueron incubadas 2 min en hielo. Utilizando un homogeneizador de tejidos
de vidrio-teflén tipo potter, se realizaron una serie de maniobras para conseguir un cambio
de presion que facilite la ruptura de las membranas plasmaticas. A continucion, la solucion
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homogenizada se diluyé a la mitad con medio hiperténico (sacarosa 250 mM, MOPs 30 mM,
pH 7,2) y se centrifugd a 1000 x g durante 5 min a 4°C para eliminar los nucleos y las células
intactas (este proceso se realizé dos veces). El sobrenadante recolectado ahora fue centrifugado
a 12000 x g durante 12 min a 4°C, asi las mitocondrias quedan sedimentadas en el pellet y en
el sobrenadante permanece la fraccion citosolica. El pellet de mitocondrias se resuspendié en
medio A (sacarosa 0,32 M, Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,2) y la suspensién de mitocondrias se
transfirio a otro tubo, que fueron centrifugados a 15000 x g durante 3 min a 4°C. Este proceso se
realizé por cada placay, finalmente, se juntaron en el mismo tubo todos los pellets mitocondriales
para su posterior cuantificacion mediante el método de Bradford mencionado anteriormente. Las
mitocondrias purificadas y cuantificadas fueron congeladas a -70°C o fueron utilizadas segun su
finalidad.

Para la extraccion y purificacion de mitocondrias de tejidos de ratdn, se aislaron mitocondrias
de musculos frescos de las patas traseras de ratones WT y ETFDH KO, el musculo se troced
en trozos pequenos y se incubaron con una proteasa suave (Nagarse, 0,4 mg/mg) en hielo y
agitacion. A continuacion, se homogeneizaron en un homogeneizador de vidrio en 4 volumenes
de tampon A (sacarosa 320 mM, EDTA 1 mM y Tris-HCI 10 mM, pH 7,4). Las mitocondrias se
obtuvieron mediante un proceso de doble centrifugacion: los nucleos, las células intactas y el
tejido se eliminaron mediante centrifugacion a 700 g durante 10 min a 4 °C; y las mitocondrias
se obtuvieron mediante centrifugacién del sobrenadante a 10000 g durante 15 min a 4 °C
(Formentini et al., 2017a). Las proteinas mitocondriales se midieron en el espectrofotémetro a
595 nm con reactivo de Bradford (Bio-Rad), utilizando BSA como estandar.

3.2.2.3. Electroforesis en geles SDS-PAGE

30 mg proteina resuspendida en tampdn de carga 5X (Tris125 mM pH 6,8, 4% SDS, 20% glicerol,
azul de bromofenol; B-mercaptoetano) y, previamente hervidas, se cargaron en geles SDS-
PAGE al 9-12 %. Las muestras se corrieron a 100 V durante 50 min utilizando un sistema de
electroforesis (Bio-Rad) con un tampon de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS al 0,1
% en agua desmineralizada, pH 8,3). El marcador de peso molecular (Bio-Rad) se cargé junto a
las muestras para la determinacién del tamafo de las proteinas en cuestion.

3.2.2.4. Electroforesis en geles bidimensionales (2G-SDS-PAGE)

La electroforesis en dos dimensiones se utilizé para conocer el estado isoeléctrico de UQCRC2.
Para ello se utilizaron tiras de 13 cm (Immobiline DryStrips, GE Healthcare), que contienen el
gel donde se lleva a cabo la separacion de las proteinas dependiendo de su punto isoeléctrico.
Brevemente, 200 ug de proteina celular se diluyé en 250 ul de buffer de rehidratacion (DeStreak
Rehydration Solution, GE Healthcare) que contiene 0.5% del buffer IPG (rango de pH 6-11). Las
tiras fueron procesadas utilizando el instrumento Ettan IPGphor3 (GE Healthcare). Las tiras IPG
se rehidrataron y enfocaron a 20°C, empezando con una rehidratacion pasiva de 4 h seguido de
12 h de rehidratacion activa a 50 V. El enfoque empezdé con 15 min a 250 V, 500 V durante 1 h
y 1 ha 1000 V, seguido por un aumento lineal hasta 10000 V durante 3 h para luego mantener
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estos 10000 V hasta alcanzar los 60000 V/h.

Una vez las tiras fueron electroenfocadas, las tiras IPG fueron equilibradas con 0.170 M de Tris-
HCI pH 6.8 conteniendo urea 6 M, glicerol 20%, SDS 2% y DTT 130 mM durante 15 min. Tras
lo cual, se incubaron otros 15 min con ese mismo buffer, pero conteniendo iodoacetamida 135
mM con azul de bromofenol en lugar de DTT y con agitacion constante a temperatura ambiente.
Las tiras ya equilibradas fueron transferidas a la parte superior de un gel de poliacrilamida del
9% para llevar a cabo la separacion segun su peso molecular. Esto se llevo a cabo mediante una
electroforesis utilizando un sistema Protean Il Xl (Bio-Rad) a corriente constante (65 mA/gel a
4°C durante 4 h).

3.2.2.5. Electroforesis en geles nativos Blue Native (BN-PAGE)

Los geles nativos en gradiente de poliacrilamida (BN-PAGE) permiten la resolucion electroforética
de complejos proteicos intactos en condiciones nativas. Para comprobar el estado de los
supercomplejos mitocondriales se utilizé esta técnica partiendo de 10 ug de mitocondrias
aisladas, que fueron resuspendidas en buffer de resuspension (Tris-HCI 50 mM, pH 7, acido
6-aminohexanoico 1M). Las membranas mitocondriales se solubilizaron mediante la adicion
del detergente digitonina al 10% (4:1 de digitonina/proteina mitocondrial), que permite que
los supercomplejos no se disgreguen y mantengan su conformacion nativa. Las muestras
se incubaron en hielo durante 5 min y se centrifugaron a 4°C durante 30 min y 13000 x g. A
continuacion, se recogio el sobrenadante y se le anadié un volumen de tampén de carga BN (5%
Blue-G Coomasie en 1M aminocaproico) igual a un tercio del volumen final de la muestra.

Las muestras fueron separadas en geles BN-PAGE comerciales (NativePAGE™ 3-12% Bis-Tris
Protein Gels, 1.0 mm, 10-well, Invitrogen) utilizando el montaje Mini Protean lll de BioRad. Se
cargaron 70 ug de proteina y la electroforesis se llevé a cabo en la camara fria a voltaje constante
de 70 V durante 15 min, seguido de 1 hora a amperaje constante de 10 mA. Se utilizaron dos
tampones de electroforesis: tampon de catodo (Tricina 50 mM, Bis-Tris 15 mM, pH 7, Serva blue
G 0,02%) y tampon de anodo (Bis-Tris 50 mM, pH 7).

3.2.2.6. Detecciéon inmunolégica de proteinas (Western blot)

Las proteinas fraccionadas mediante electroforesis tanto en geles SDS-PAGE, 2G-SDS-PAGE
como BN-PAGE fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (GE Life Sciences, Whatman)
como normageneral. En casos especiales, como paraver proteinas fosforiladas, fueron transferidas
a membranas de PVDF (Immobilon-P, Merck Milipore). En cualquier caso, la transferencia se
realizé en frio a 100 V durante 50 min aproximadamente, en buffer de transferencia (Glicina
39 mM, Tris-HCI 48 mM, metanol 20% (v/v)). A continuacion, las membranas fueron incubadas
durante 5 min con rojo Ponceau para comprobar la correcta transferencia de proteinas del gel
a la membrana. A continuacién, la membrana fue incubada durante 1 hora en agitacion y a
temperatura ambiente con la solucién de bloqueo que contiene leche liofilizada al 5% o BSA al 4%
en TBS (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM) mas 0.1% de Tween-20. Luego, las membranas
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fueron incubadas con el anticuerpo primario durante toda la noche, tras lo cual la membrana fue
lavada 3 veces durante 15 min con TBS 0.1% Tween-20, antes de incubar la membrana durante
una hora en agitacion con el anticuerpo secundario conjugado a una peroxidasa. La reaccion
se visualizd utilizando un sustrato quimioluminiscente (ECL; Thermo Scientific; SuperSignal
Chemiluminescent kit) para la deteccion de la actividad de la peroxidasa de los anticuerpos y
mediante la exposicion de la membrana a una pelicula sensible a la luz (Fujifilm SuperRX). La
cuantificacion de la intensidad de las bandas resultantes se realizé con el software ImageJ.

3.2.2.7. Determinacion del estado redox de CoQ mediante HPLC

La cuantificacion de la cantidad total de CoQ de células C2C12 y fibroblastos de pacientes, asi
como la determinacion y cuantificacion del estado de oxidacién/reduccion del CoQ, se llevo a
cabo mediante cromatografia liquida en tandem con espectrofotometria de masas (LC-MS-MS),
siguiendo el protocolo de Burger (Burger et al., 2020). Brevemente, las células de 8 placas de
cultivo p100 fueron recolectadas con tripsina y centrifugadas a 1200 rpm. El pellet fue lavado con
PBS 1X frio y centrifugadas de nuevo. El pellet fue resuspendido en 300 pyL de hexano en campana
de aire y se afiadieron 200 pL de metano acidificado (0.1% p/v HCI). Tras mezclar intensamente,
la muestra se centrifugd a 17000 g durante 5 min a 4°C. Se recogio la fase superior (unos 200
pL) formada por hexano y el CoQ que queremos estudiar. Las muestras fueron llevadas en hielo
al Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion (CIAL), donde procedieron con el
protocolo.

3.2.3. Métodos de Biologia Celular
3.2.3.1. Cultivo de lineas celulares

La descripcion de las lineas celulares utilizadas y las condiciones de cultivo se encuentran
descritas en la Tabla 1. Bajo condiciones normales, las células fueron mantenidas en cultivo
a 37°C en una atmosfera de 5% CO, y 95% de humedad, en condiciones de esterilidad. Los
medios de cultivo utilizados, salvo que se indique otra cosa, contenian un alto contenido de
glucosa (4,5 mM) y fueron suplementados con suero fetal bovino (SFB) al 10%, glutamina 2 mM,
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml y aminoacidos no esenciales 400 uM (Ala, Asn,
Asp, Glu y Pro).

La linea de mioblastos de raton C2C12 fueron mantenidas en cultivo en medio DMEM
suplementado (Dulbecco’s modified Eagle’s medium). Los fibroblastos derivados de pacientes
humanos con mutaciones en alguna deshidrogenasa mitocondrial fueron crecidas y mantenidas
en medio MEM (Eagle’s minimal essential medium) suplementado. Los fibroblastos de ratén que
contienen la maquinaria AOX fueron crecidos y mantenidos en cultivo en medio DMEM con 5%
de SFB y el resto de la suplementacion normal.

Todas las lineas se cultivaron en placas p100 hasta alcanzar una confluencia del 90%, momento
en el que se levantaron con tripsina y se plaquearon en una nueva placa en una relacion 1/10
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para mantenerlas en pase. Para la conservacion de las lineas se utilizaron criotubos con su
correspondiente medio de cultivo mas DMSO al 5%. Los criotubos se congelaron gradualmente
y luego fueron depositados en nitrogeno liquido para una conservacion a largo plazo.

3.2.3.2. Tratamientos celulares

Tanto para ensayos de viabilidad celular como para la medicion de la produccion de ROS, la linea
C2C12 fue tratada con la presencia 0 ausencia en el medio de cultivo de diferentes metabolitos.
Para algunos experimentos, se utilizo un medio DMEM con bajo, medio y alto contenido en
glucosa (0,5 mM, 4,5 mM o 10 mM) o medio sin aminoacidos ramificados (BCAA). En otros, los
medios fueron suplementados con diferentes compuestos: palmitato 100 uM, galactosa 10 mM y
piruvato 2 mM, 2-desoxiglucosa (2-DG) 10 mM, leucina (Leu) 600 uM, isoleucina 600 uM y valina
600 pM.

Por otro lado, para la medicién ROS, las células C2C12 fueron tratadas con etomoxir (100 uM
y 10 yM), un inhibidor de la FAO, durante 16h; se trataron con acido 4-clorobenzoico (4-CBA)
3mM, un inhibidor de la biosintesis del CoQ, durante 24h.

Para la medicion de ROS en presencia de inhibidores de complejos de la ETC, 3 x 108 células
fueron recolectadas y tratadas durante 20 min en PBS completo en presencia de alguno o una
mezcla de los siguientes inhibidores: rotenona 1 puM, carboxina 100 uM, myxothiazol 10 pM,
antimicina A 1 uM.

3.2.3.3. Transfeccion transitoria de plasmidos

Se utilizé Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific) para la
transfeccion de células C2C12 y fibroblastos, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las células se plaquearon 24h antes en una placa p100, de tal manera que al
dia siguiente las células estuviesen al 70% de confluencia. Se prepardé una mezcla de 5 ug de
lipofectamina y 5 pg de plasmido en 250 yL de Optimem 1X, que se incubd durante 20 min a
temperatura ambiente. Luego, se anadio la mezcla al medio de cultivo de la placa. Tras 24h de
incubacion, el medio fue reemplazado por medio de cultivo sin lipofectamina y 24h mas tarde
las células fueron recogidas para comprobar la expresion de las proteinas recombinantes por
western blot.

3.2.3.4. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad de las células C2C12 WT y ETFDH KO se test6 con diferentes nutrientes. Para
determinar la viabilidad celular, se agregd un colorante fluorescente celular, calceina, que
es absorbido por las células vivas siendo transportado a través de la membrana celular; con
longitudes de onda de excitacion y emision de 495/515 nm. Las células (0,3 x 10°) se sembraron
en una placa de seis pocillos en medio DMEM y se incubaron durante 8 h para su adhesién a la
placa. Luego, se retird el medio, las células se lavaron dos veces con PBS 1X y se anadio el medio
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a ensayar. La medicion se realizo a las 16h, 24h, 36h y 48h (si era posible) desde que se agrego
el nuevo medio. En cada punto de medida, se retirdé el medio y se lavo el pocillo con 1 ml de PBS
1X. Se anadieron 500 uL de calceina 1 uM a cada pocillo y la placa se midié inmediatamente en
FLUOstar Microplate Reader (LabTech).

3.2.3.5. Medida del consumo de O,: Ensayos Seahorse

La determinacion de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) se realizd con el analizador de flujo
extracelular XF24 (Seahorse Bioscience). Las medidas se realizaron en placas especiales de
24 pocillos estériles que contienen dos biosensores fluorescentes que permiten la medicion
de O, y pH, asi como cuatro puertos diferentes por pocillo que permite la inyeccion secuencial
de diferentes compuestos (oligomicina 6 yM, DNP 0,5 mM, rotenona 1 uM y antimicina 1 pM).
Los biosensores del aparato se calibraron antes de cada experimento con el fin de asegurar
una unica ganancia del sensor basada en la sefal proporcionada por la medida de calibrado en
una solucion de referencia con valores de O, y pH conocidos. Las células se sembraron a una
densidad de 20.000 células por pocillo en un volumen de 100 pl de medio de cultivo. Una vez las
células se adhirieron a la placa, se afiadieron 150 ul mas de medio. Se realizaron los tratamientos
correspondientes incubando siempre la placa a 37°C y 5% CO,,. Una hora antes del experimento
el medio de cultivo se sustituyd por 700 ul de medio de Seahorse suplementado con glucosa
10 mM, piruvato 1 mM y glutamina 4 mM, y se ajusté el pH a 7,4. Las células se dejaron en una
estufa a 37°C durante al menos 1h para equilibrar la temperatura y el pH. Se realizaron 3 medidas
de consumo de oxigeno basales, 2 tras la inyeccion de oligomicina, 2 tras la inyecciéon de DNP
y 4 tras la inyeccion de rotenona y antimicina. Los datos de consumo de oxigeno se expresaron
como moles de oxigeno consumido por minuto y por célula.

Por otro lado, se midid la respiracion mitocondrial en presencia de palmitato. Para ello, las
células fueron plaqueadas en presencia de un medio bajo en glucosa (0,5 mM), produciéndose
un “starving” (ayuno). Una hora antes del experimento, el medio fue sustituido por medio KHB
(NaCl 111 mM, KCI 4,7 mM, CaCl2 1,25 mM, MgSO4 2 mM, NaH,PO4 1,2 mM, 5 mM HEPES,
glucosa 2,5 mM, pH 7,4) y justo antes de la lectura se anadio el palmitato, previamente conjugado
con BSA. La medida se realiz6é de la misma manera que se indica arriba.

3.2.3.6. Inmunoprecipitacion (IP)

La inmunoprecipitacion (IP) de la subunidad UQCRC2 (Core2) del Clll y de COQ2 se realiz
utilizando entre 1-3 mg de proteina extraida de células en cultivo o de tejidos de musculo
esquelético, cerebro y corazon de ratdn. Estos extractos proteicos fueron diluidos en buffer de
lisis IP (Tris-HCI 50 mM, EDTA 5 mM, EGTA 5 mM, NaCl 150 mM, Nonidet-P40 1%, NaF 20 mM,
PMSF 1 mM, pH 7,5) y se incubaron con 12 ug de IgGs del anticuerpo en cuestion de UQCRC2
o0 COQ2 durante toda la noche en rotacién a 4°C. Ademas, se utilizd un control con IgGs no
especificas. Al dia siguiente, se incub6 con 30 ul de la resina de proteina G (EZ View Red Protein
G Affinity Gel (Sigma-Aldrich)) con el complejo anticuerpo/proteina formado en el paso anterior,
durante toda la noche a 4°C en rotacion. A continuacion, la resina se lavd 6 veces con buffer
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de lisis IP para eliminar posibles uniones inespecificas y se eluyo la resina con buffer Laemmly
durante 10 min a 95°C. Finalmente, se centrifugd a 13200 rpm durante 5 min y el sobrenadante
fue cargado en un gel SDS-PAGE para ser revelado por western blot con el anticuerpo de ETFDH.

3.2.3.7. Inmunocaptura de los complejos de la ETC

Los Cl y ClIl mitocondriales fueron inmunocapturado utilizando Complex Ill Immunocapture Kit
(Abcam; ab109711) y el Complex Ill Immunocapture Kit (Abcam; ab109800), respectivamente.
Para ello, se utilizaron mitocondrias aisladas de mioblastos de raton C2C12 crecidos en cultivo
in vitro y de musculo esquelético de ratén. Las mitocondrias fueron solubilizadas con n-dodecil-
B-D-maltésido (DDM) al 1%.

Tras eliminar la parte insoluble mediante centrifugacion, el extracto de proteinas se incubo6 con
las bolas que presentan los anticuerpos especificos de cada complejo mitocondrial segun el kit
utilizado durante toda la noche en rotacion a 4°C. Por ultimo, las bolas de afinidad se eluyeron
con buffer Laemmly durante 10 min a 95°C, tras lo cual, se centrifugé a 13200 rpm y se analizo
el material inmunoprecipitado mediante fraccionamiento en gel SDS-PAGE y western blot.

3.2.3.8. Medida del flujo glucolitico: produccion de lactato

El flujo glucolitico de la linea C2C12 se determiné por medio de la cuantificacion de la produccion
delactatoalolargo deltiempo. Elfundamento tedrico de esta medida se centra en la determinacion
por espectrofotometria de NADH (longitud de onda 340 nm), que es producido cuando la lactato
deshidrogenasa (LDH) en presencia de NAD+ oxida el lactato a piruvato. La adicion de sulfato de
hidracina permite el secuestro del piruvato formado, desplazando la reaccion hacia la produccién
de piruvato. Brevemente, se plaquearon varios pocillos de placas p6 con 0.5 x 108 células C2C12
WT y ETFDH KO. Se recogieron muestras de 100 ul del medio de cultivo para hacer mediciones
en los tiempos Oh, 2h, 4h, 6h y 8h. Las muestras se precipitaron en acido perclorico al 6%
durante 45 min en hielo, tras centrifugar a 11000 x g durante 5 min se neutralizaron con KOH y
se utilizaron para la determinacion enzimatica en tampén de lactato (glicina 1M, hidracina 0,4,
EDTA 1,3, pH 9,5). A continuacion, se anadieron 10 pl de la enzima LDH (Roche) y se midi6 a la
misma longitud de onda transcurridos 40 min. La absorbancia se midioé en un espectrofotémetro
y la concentracion de lactato se expresé como nmoles de lactato producido por pg de proteina
y hora.

3.2.3.9. Cuantificacion de metabolitos: ATP, NAD/NADH, FAD/FADH, NADP/NADPH y GSH/
GSSG

La determinacién de los siguientes metabolitos se realizd en la linea C2C12 WT y ETFDH KO.
1 x 108 células se plaquearon por pocillo de una placa p6, por triplicado. A continuacion, se

realizaron los siguientes procedimientos:

ATP: La concentracion de ATP se determin¢ utilizando el ATP Bioluminescence Assay Kit CLS I
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(Roche) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se homogeneizaron las células
en 9 volumenes de Tris 100 mM y EDTA 4 mM, pH 7,75 precalentado a 95°C. Las muestras se
incubaron a 100°C durante 2 min y se centrifugaron a 1000 x g durante 2 min. Se usaron 50
pl de sobrenadante para la determinacién de ATP con 1 volumen de tampdn de reaccion. La
luminiscencia se midié en placas de 96 pocillos con FLUOstar Omega (BMG Labtech).

NAD/NADH y NADP/NADPH: esta cuantificacion se realizd utilizando dos kits comerciales
(MAKO038 y MAKO037, Sigma-Aldrich). De manera concisa, se homegenizaron las células y
se lavaron con PBS 1X. Posteriormente, se afiadié el Tampon de Extraccion de cada kit y se
realizaron 3 ciclos de congelacién/descongelacion. A continuacion, se realizd una centrifugacion
a 13200 rpm durante 2 min a 4°C para desechar el sedimento y guardar el sobrenadante. Para
evaluar de forma diferente NADP y NADPH, o NAD y NADH, se hirvié la mitad del sobrenadante a
60°C durante 30 min para obtener NADPH y NADH y se supuso que el resto tenia NADP y NAD.
Con los estandares de NADPH y NADH, los tampones y enzimas de ciclo correspondientes y el
revelador de NADPH y NADH proporcionado por el kit, se realizd el ensayo colorimétrico y se
leyé la absorbancia a 450 nm.

FAD/FADH,: se realizé usando un kit comercial Flavin Adenine Dinucleotide (FAD) Assay Kit
(Abcam; ab204710). Resumidamente, se tripsinizaron las células y se lavaron con PBS 1X. Las
células recolectadas se homogenizaron y sobrenadante se traté con PCA 1 M. Posteriormente, se
centrifugd a 13200 rpm durante 2 min a 4°C, seguido de la adicién de KOH 2 M para neutralizar la
muestra. Se realizd una curva patrén estandar de FAD y el ensayo se llevo a cabo con el tampodn,
la enzima del ensayo FAD y la sonda OxiRed proporcionada por el kit, leyendo la absorbancia
a 570 nm. Se us6 metosulfato de fenazina en muestras neutralizadas para transformar FADH y
FADH, libres en FAD y medir el grupo total de FAD+FADH+FADH.,

GSH/GSSG: Para medir los niveles de glutation hemos utilizado el Glutathione Assay Kit (Abcam;
ab65322). El glutation (GSH) es un tripéptido que contiene L-cisteina, acido L-glutamico y glicina.
El glutation existe en estado reducido (GSH) y oxidado (GSSG). El glutatién reducido (GSH) es
un importante antioxidante tisular que proporciona equivalentes reductores para la reduccion
catalizada por glutation peroxidasa de hidroperéxidos lipidicos a sus alcoholes correspondientes
y peroxido de hidrégeno a H,O. Una mayor proporcion de GSSG a GSH es una indicacion de
estrés oxidativo.

3.2.3.10. Actividad de los complejos respiratorios mitocondriales

La actividad del Cl se determin¢ por la disminucién de absorbancia a 340 nm, debida a la oxidacion
de NADH. Se anadié rotenona (inhibidor del Cl) como control de la reaccién en paralelo para
diferenciar la oxidacion de NADH por otras deshidrogenasas. Para realizar el experimento se
utilizé una solucion de mitocondrias aisladas (100 ug) resuspendida en 950 ul buffer medio C1/
C2 (K,HPO, 25 mM, MgCl, 5 mM, KCN 3 mM y BSA 2,5 mg/ml), con 2 pl de antimicina 1mg/ml
y 13 pl de CoQ 10 mM. Una vez obtenida la mezcla, se afadieron 10 yl de NADH 13 mM. Tras 2
min, se midié la absorbancia a 340 nm otros 4 min. Se hizo otra mezcla con 6 ul de rotenona 500
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MM. Se calculé la disminucion en el valor de absorbancia por min (AA/min) como la diferencia
entre AA/min sin rotenona y AA/min con rotenona.

La actividad de Cll se determind espectrofotométricamente a 550 nm midiendo la reduccién
de diclorofenol-indofenol (DCPIP), por la disminucion de absorbancia a 600 nm. 100 pg de
mitocondrias aisladas fueron resuspendidas en 10 yl de medio B, a los que se les anadié 800 pl
de medio C1/C2 (K,HPO, 25 mM, MgCl, 5 mM, KCN 3 mM y BSA 2,5 mg/ml) junto con 30 ul de
DCPIP 5 mM, 2 ul de rotenona 500 uM y 100 ul de succinato 0,5 M. A continuacion, se afiadieron
80 pl de metosulfato de fenazina 70 mM y se midi¢ la absorbancia a 600 nm durante 5 min cada
30 seq.

La medicién de la actividad del Clll se realizé utilizando el Mitochondrial Complex Il Activity
Assay Kit (Sigma-Aldrich). Este kit se basa en la reduccién del citocromo c a través del CIII.
La absorbancia del citocromo ¢ puede ser medida espectrofotométricamente a 550 nm. Se
utilizaron mitocondrias aisladas de células en cultivo y se estimé la concentracién de proteina.
Se testaron diferentes concentraciones de mitocondrias para asegurar que estuvieramos en el
rango lineal del ensayo. Primero, se prepar6 una curva estandar para obtener los valores de
referencia con una solucién de DTT 750 mM en buffer de ensayo y una concentracion creciente
de citocromo c reducido y medio la absorbancia a 550 nm. Posteriormente, a 4 ug de proteina
de mitocondrias aisladas diluidas en buffer de ensayo se le afiadio 6 ul de citocromo ¢ oxidado,
y se midi6 la absorbancia a 550 nm. Ademas, se utiliz6 antimicina A como control, ya que inhibe
la reaccion. Los valores fueron comparados con los valores conocidos de la curva estandar y
se determind la actividad del Clll mediante la siguiente ecuacion expresada en unidades/ug
proteina: (AC x D)/(At x p) (AC = cambio de [cyt c], p= ug proteina, D=factor de dilucion).

La actividad de CIV se determiné espectrofotométricamente a 550 nm midiendo disminucion
de la absorbancia como consecuencia de la oxidacién del citocromo c. Brevemente, 15 mg de
citocromo c se disolvieron en 1 ml de buffer de fosfato potasico (KP 10 mM, ajustando el pH a
7), se anadio 1 mg de NaBH, y se enraso con agua hasta 1,5 ml. La mezcla se incubé en hielo
durante 30 min. A continuacion, se utilizaron 100 ug de mitocondrias aisladas, con buffer KP 100
mM y se afadieron 100 ul de citocromo ¢ reducido 1%, momento en el que se empezd a medir
la absorbancia cada 30 seg durante 5 min.

3.2.3.11. Medicion del estado de oxidacion/reduccion del citocromo b mitocondrial

Las mitocondrias extraidas de mioblastos WT y ETFDH KO se suspendieron a 1 mg/ml en medio
de ensayo estandar y se midi6é el cambio de absorbancia en un espectrofotometro Novaspec |l
Dado que el Clll contiene el citocromo b562 y el citocromo b566, se decidio analizar la absorbancia
a 565nm (Quinlan et al., 2011). Ademas, se utilizé ditionito (DTT) como agente reductor y control
del experimento.
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3.2.3.12. Cuantificacion de la produccion de ROS por citometria de flujo

La produccion mitocondrial de superoxido en células in vitro se cuantificd mediante citometria de
flujo utilizando la sonda MitoSoX-Red (Invitrogen) (Formentini et al., 2012). Esta sonda penetra
en las células y se dirige a las mitocondrias donde es rapidamente oxidado por superoxidos y no
por otros sistemas de generacién de ROS. Esta oxidacion produce fluorescencia roja (absorcion
y emisién maximas: 510/580 nm). Por ello, el uso de MitoSox™ es una buena herramienta para
medir los niveles de generacion del radical superoxido en la mitocondria (Zielonka, Vasquez-
Vivar and Kalyanaraman, 2008). Las células en estudio (tratadas o no) fueron colectadas y
se resuspendieron en PBS completo y MitoSox-Red a 5 pM. En algunos casos, se anadieron
inhibidores de los complejos de la ETC. La solucién fue incubada a 37°C durante 20 min en
oscuridad para permitir la accion de la sonda. Tras lo cual, la suspension se centrifugé a 1200
rom 5 min y el pellet celular se lavo en PBS 1x para eliminar restos de la sonda. Tras una nueva
centrifugacion, el pellet se resuspendio en solucion de FACS (SFB 2%, NaN, 0,1%, EDTA 5
mM y PBS 1X). La suspension celular se analizé en un citdmetro de flujo FACS Calibur (Becton
Dickinson) utilizando el programa CellQuest suministrado por el fabricante. En cada condicién se
analizaron al menos 10000 células por triplicado. Los resultados se analizaron con el programa
FlowJo.

3.2.3.13. Determinaciéon del potencial de membrana mitocondrial (AYm) mediante
citometria de flujo

El potencial de membrana mitocondrial (AWm) se determind en células C2C12 tehidas con
tetrametilrodamina metil éster (TMRM) (Thermo Fisher Scientific), una sonda fluorescente que
se acumula en las mitocondrias de células intactas. Se detectd mediante citometria de flujo,
como se describié previamente (Sanchez-Cenizo et al., 2010), en un citometro BD FACS Calibur.

3.2.3.14. Medida del ciclo celular por citometria de flujo

El analisis de ciclo celular de células fijadas se realizé mediante el protocolo de tinciéon con yoduro
de propidio. Este agente se intercala entre el ADN de las células vivas emitiendo fluorescencia
por lo que permite medir la cantidad de ADN que contiene la célula, es decir, en qué fase de
su ciclo celular se encuentra. Aproximadamente 3 millones de células fueron recogidas y el
pellet fue lavado con 1 ml de PSB 1X frio. Tras centrifugar, el pellet celular fue resuspendido
en 1 ml de etanol al 70% frio afnadido gota a gota. La solucién de células fue guardada a -20 °C
durante al menos 18 h. Una vez las células estuvieron fijadas, el pellet se centrifugd a 1500 x
g durante 5 min, se elimind el sobrenadante y se hicieron dos lavados con PBS 1X. Por ultimo,
se anadié 500 ul de tampdn de ciclo (BD Pharmingen), que contine PBS, RNAsa A 100 pug/mly
yoduro de propidio 50 pg/ml. Las células se dejaron marcando 30 min a temperatura ambiente e
inmediatamente se procedid a analizar las muestras por citometria de flujo como se ha indicado
arriba.
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3.2.3.15. Medida de la B-oxidacion de los acidos grasos

Las células C2C12 y C2C12 ETFDKO se incubaron en medio MEM libre de suero que contenia
acido palmitico-[9,10-3H(N)] (Perkin EImer, 20 pmol/l) en una atmoésfera de O, 95%: 5% CO, a
37 °C durante 3 h. Después de la incubacion, se colocaron 100 ul del medio de cultivo sobre
una resina de intercambio idnico (Bio-Rad) y se lavaron con agua las columnas de cromatografia
Poly-Prep (Bio-Rad). Los acidos grasos intactos (estado cargado) fueron retenidos por la resina,
mientras que la porcidén oxidada de acidos grasos paso libremente a través de la columna
(Formentini et al., 2017a). La porcion oxidada se midié en un contador Ultima Gold LLT (Perkin
Elmer). Todos los resultados se ajustaron para el contenido de proteina celular total.

2.3.16. Medida del catabolismo y captacion de 14C (u)-leucina

Para medir la absorcion de sustrato y la produccion de CO,, los mioblastos se incubaron en
HBSS que contenia L-leucina 0,3 mM + 2 pCi/ml de 14C(u)-L-leucina marcada (Perkin Elmer).
La captacion se midié como la radiactividad incorporada en los miocitos después de 0, 1, 2, 3,
5 0 10 min. Las fracciones de aminoacidos se separaron mediante una extraccion estandar con
TCA al 10% a las 0 y 4 h. Para la produccion de CO,, la incubacion se llevé a cabo en matraces
en presencia de un filtro de papel embebido en una solucion de KOH/NaOH 0,2 M. La captacién
e incorporacion de C14 en aminoacidos o CO, se midi6 en un contador de centelleo con fluido
Ultima Gold LLT (Perkin Elmer).

3.2.3.17. Inmunofluorescencia en células fijadas

Se sembraron 20000 células en una gota de 100 pl en un cubreobjetos en placa una de 24
pocillos a las que se anadié 0,5 ml de medio DMEM. Una vez las células estuvieron adheridas,
se retird el medio y se fijaron durante 5 minutos con PFA 2% en PBS cubriendo por completo
el cristal, seguido de una fijacion en PFA 4% en PBS a 4°C. A continuacion, para eliminar la
autofluorescencia de las células, se cubrieron con una solucién de NaBH4 1mg/ml en PBS pH
8.0 durante 10 min a temperatura ambiente y se volvieron a lavar dos veces con PBS 1. Las
células se permeabilizaron con Triton x-100 al 0,1% en PBS a temperatura ambiente durante
10 min. Luego, se incubaron durante 10 min con la solucién de bloqueo (1% BSA en PBS/0,1%
triton X-100). Las células permeabilizadas y bloqueadas se incubaron con el anticuerpo primario
B-F1- ATPasa (1:10000) para marcar las mitocondrias durante toda la noche a 4°C dentro de
una camara humeda. Al dia siguiente, se lavaron dos veces con PBS 1X y se incubaron 45
min en oscuridad con el anticuerpo secundario de conejo anti-ratébn conjugado con Alexa 488
(Molecular Probes) o ratdon anti-conejo Alexa 555 (Molecular Probes) diluido 1:1000 en solucion
de bloqueo. Se afadié DAPI 1 ug/ml para marcar los nucleos celulares y BODIPY 493/503 (2 uM)
para marcar los lipidos. Los cubreobjetos se montaron sobre un portaobjetos utilizando Mowiol.
Por ultimo, las imagenes de fluorescencia celular se adquirieron mediante microscopia confocal
utilizando un microscopio Bio-Rad Radiance 2000 Zeiss Axiovert S100TV. Las imagenes fueron
procesadas en el software ImagelJ.
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3.2.3.18. Proteémica cuantitativa (iTRAQ/TMT)

El analisis de etiquetas isobaricas para cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ) se llevé a cabo
en el Centro de Quimica de Proteinas del CBMSO (ProteoRed, PRB3-ISCIIl y la UAM).

Después de los pasos de normalizacion vy filtrado, los datos protedmicos se analizaron mediante
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA v4.1.0, http://www.gsea-msigdb.org/gseal/index.jsp) y se
visualizaron mediante el software gratuito Cytoscape v3.6.1.

Se utilizaron GENEPIX 5.1 y el software InDot para la carga de datos iniciales iTWO-300 RPPA y
el analisis densitométrico, respectivamente. Se utilizé el software Imaged para la cuantificacion y
el analisis de imagenes.

3.2.4. Métodos con ratones
2.4.1. Condiciones de mantenimiento, cuidado y manejo de ratones

Los ratones utilizados en este estudio se mantuvieron en una sala de nivel de seguridad p2 en
el Animalario del CBMSO, en celdas estancas dotadas de ventilacién y un numero maximo de 5
ratones por celda. La estabulacién y manejo de los ratones fueron realizados por personal con la
formacion necesaria y siguiendo la normativa vigente y las directrices institucionales oportunas
en cuanto a bienestar animal. Todos los experimentos fueron, ademas, aprobados por el Comité
de Etica de la Investigacion de la Universidad Auténoma de Madrid y por el Comité Espafiol de
Experimentacion Animal (PROEX 183/17) de conformidad con las Directrices del Consejo de la
Comunidad Europea (Directiva UE 86/609) y las Directrices ARRIVE. Todos los procedimientos
se realizaron asegurando la minima incomodidad y angustia a los animales y fueron realizados
con un numero de réplicas por condicion que minimizase el uso de animales siempre que se
garantizara la validez estadistica del estudio.

3.2.5. Andlisis Estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando una prueba t de Student que compara las
medias de dos variables que siguen una distribuciéon normal para determinar la significatividad
estadistica de los resultados. Las barras de erros Las barras son la media + s.e.m (error estandar
de la media) de al menos 3 ratones/genotipo/réplicas o 3 experimentos Un valor de *p<0,05 fue
considerado estadisticamente significativo al ser comparado con el WT mediante ANOVA y la
prueba de t de Student.

Los datos protedmicos, después de los pasos de normalizacion y filtrado, se analizaron mediante
el analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes y se visualizaron mediante mapas de calor
y enriquecimiento utilizando el software gratuito GSEA v3.0 y Cytoscape v3.6.1. El analisis de
RT-PCR se evalué utilizando el software 7500 Real-Time PCR SDS 2.4.
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4. Resultados

4.1. Generacion de lineas celulares KO estables para una serie de DFDs

Para estudiar la implicacion que tienen las DFDs en la biologia del musculo esquelético, se
comenzo por generar un panel de lineas estables de mioblastos, cada una deficiente para una
deshidrogenasa. Se silencié genéticamente la expresion de ETFDH, ETFA, ETFB, PRODH, DLD
y DHODH, en mioblastos de raton C2C12, utilizando la tecnologia CRISPR/Cas9. Para ello, se
disefaron secuencias de gRNAs especificas para el exon 2 de cada DFDs, que fueron insertadas
en el plasmido pSpCas9(BB)-2A-GFP utilizando protocolo de Ran (Ran et al., 2013), utilizando
como referencia las secuencias de los genes murinos almacenadas en la base de datos GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) con las siguientes referencias: ETFDH (NM_025794.2),
ETFA (NM_145615.4), ETFB (NM_026695.3), PRODH (NM_011172.2), DLD (NM_007861.5) y
DHODH (NM_020046.3).

B
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Figura 7. Generacion de mioblastos de ratén C2C12 KO para diferentes DFDs. (A) Western
blots (WB) de las lineas knock-out ETFDH KO (rojo), ETFA KO (celeste) y ETFB KO (azul) incubados
con el anticuerpo frente ETFDH, ETFA y ETFB, respectivamente. Se ha utilizado un anticuerpo
frente a tubulina como control de carga en todas las muestras. Los carriles bajo la linea negra
corresponden con wild type (WT). (B) Analisis de la produccién de ROS mitocondriales, expresados
como el porcentaje del WT, mediante el uso de la sonda MitoSox™, en mioblastos KO para ETFDH,
ETFA, ETFB, PRODH, DLD y DHODH.
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Se desarrollaron 2 clones diferentes de mioblastos deficientes de cada DFDs y se comprobo el
silenciamiento génico de las lineas ETFDH KO, ETFA KO y ETFB KO mediante western blot con
los extractos de proteina extraida de cada una de las lineas celulares estables crecidas en cultivo.
La deteccion de ETFDH fue insignificante en ETFDH KO en comparacion con el WT (Figura 7A).
Del mismo modo, la expresion de ETFA y ETFB no fue detectada en ETFA KO y ETFB KO,
respectivamente (Figura 7A). Las lineas PRODH KO, DLD KO y DHODH KO se comprobaron
mediante secuenciacién empleando ADN gendmico extraido de las células crecidas en cultivo.

Debido a la conocida implicacion de las DFDs en reacciones catabdlicas redox y a la correlacion
entre disfunciones mitocondriales y desajustes en la produccion de ROS (Mracek, Drahota and
Housték, 2013; Yang, Song and Yan, 2019; Huynh et al., 2020; Henriques et al., 2021; Mao et al.,
2021), una vez generadas las lineas celulares KO, se analizo la produccion de O, en cada una
de ellas mediante citometria de flujo, utilizando la sonda MitoSox™. Todas las lineas KO reflejaron
un aumento significativo de ROS mitocondriales en comparacion con el WT, siendo este cambio
particularmente elevado en las lineas ETFDH KO y DLD KO (Figura 7B). Incrementos de ROS
menores pero significativos respecto a los controles también se observaron en las lineas ETFA
KO, ETFB KO, PRODH KO y DHODH KO (Figura 7B).

Dado el impacto en términos de produccién de ROS de la ausencia de ETFDH en mioblastos
y, dado que en esta deshidrogenasa convergen los electrones derivados del catabolismo
de diferentes substratos (acidos grasos, BCAA y colina) esenciales en el metabolismo del
musculo esquelético, se decidioé continuar el estudio con la linea ETFDH KO y se procedié a su
caracterizacion.

4.2. La pérdida de ETFDH conlleva la incapacidad de oxidar los acidos grasos y los BCAA

ETFDH ha sido descrita como el cuello de botella de la FAO y el catabolismo de los BCAA. Primero,
y como prueba de concepto, comprobamos si la pérdida de ETFDH provocaba alteraciones en
estas dos rutas catabdlicas. Llevamos a cabo un ensayo Seahorse utilizando como substrato
el palmitato, para medir la tasa de consumo de O, (OCR) acoplado a la FAO mitocondrial en
mioblastos WT y que no expresan ETFDH. La figura 8A muestra que la respiracion basal fue
ligeramente inferior en ETFDH KO en comparacion con WT. La inyeccion de oligomicina dio
como resultado una OCR similar, sin embargo, la inyeccién de FCCP, que provoca el colapso
del gradiente de protones, la interrupcion del AWm y el maximo consumo de O,, no produjo
una subida de la respiracién mitocondrial en la linea ETFDH KO, lo que es compatible con la
inhibicion de la FAO en ausencia de ETFDH. Esto nos indica que la linea ETFDH KO no puede
utilizar los acidos grasos como fuente de energia para la produccion de ATP. Sin embargo, este
analisis no puede descartar que el menor consumo de O, observado en los mioblastos ETFDH
KO sea debido a disfunciones en la ETC y no de la FAO. Para descartar esta hipoétesis, realizamos
un ensayo de cinética de la FAO mitocondrial, mediante la medida en el tiempo de la oxidacion
del acido palmitico marcado radiactivamente hasta H,0O (Figura 8B). Los resultados indicaron
que la FAO esta casi totalmente inhibida en ausencia de ETFDH, permaneciendo Unicamente
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Figura 8. La pérdida ETFDH conlleva la incapacidad de oxidar acidos grasos y BCAA en la
mitocondria. (A) Ensayo Seahorse de mioblastos WT y ETFDH KO en ayuno tras la administracion
de palmitato (100 uM). Se observa una caida significativa de la respiracion mitocondrial maxima en
la linea ETFDH KO tras la adiccién de FCCP. (B) Medida de la FAO del palmitato en ambas lineas sin
tratary tras la adicion de Car. Se observa que ETFDH KO es incapaz de oxidar el palmitato. (C) Medida
del BCAA catabolismo hasta CO, mediante el uso de leucina marcada radiactivamente. Se observa
que ETFDH KO es incapaz de oxidar completamente la leucina. Abreviaturas: OL (oligomicina),
FCCP (Carbonil cianuro-4 trifluorometoxi fenilhidrazona), Rot (rotenona), Ant (Antimicina A), OCR
(tasa de consumo de O,), NT (no tratado), Car (L-carnitina).

valores residuales de FAO en los mioblastos ETFDH KO, tanto en presencia o en ausencia de
carnitina, que facilita la entrada de acidos grasos a la mitocondria (Figura 8B).

Ademas, y en linea con el papel central de ETFDH en el catabolismo de los BCAA, la oxidacién
completa de leucina marcada con C14 a CO, se encontro practicamente abolida en los mioblastos
ETFDH KO (Figura 8C), demostrando que la ausencia de ETFDH también inhibe el catabolismo
de los BCAA.

4.3. La ausencia de ETFDH provoca una dependencia metabdlica de la glucdlisis en
mioblastos

A continuacion, evaluamos la capacidad de la linea ETFDH KO de crecer en presencia de
diferentes nutrientes, midiendo la cantidad de células vivas a diferentes tiempos. En linea con
la inhibicion de la FAO, los mioblastos ETFDH KO perdieron la capacidad de crecer cuando
el unico substrato es el palmitato (Figure 9A). Sin embargo, como se puede observar en la
Figura 9B, mantuvieron una capacidad proliferativa similar a los mioblastos control hasta las
36h en presencia de glucosa (Figura 9B). Cabe destacar que de acuerdo con la literatura (Long
et al., 2007; Dott et al., 2014; Sumbalova et al., 2022) la presencia de galactosa en el medio de
cultivo resulté toxica para los mioblastos y ambas lineas redujeron su crecimiento en la misma
proporcion a las pocas horas (Figura 9C); sin embargo, la presencia de otro inhibidor de la
glucdlisis, la 2-desoxiglucosa (2-DG), produjo una reduccion mayor del numero de células en la
linea ETFDH KO a las 24h y 36h (Figura 9D), revelando una mayor dependencia de la glucdlisis
en ausencia de ETFDH comparado con la linea WT.
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Figura 9. Viabilidad celular en presencia de diferentes metabolitos e inhibidores. (A) Los
mioblastos ETFDH KO no son capaces de crecer en un medio rico en palmitato (100 uM) (B) Los
mioblastos ETFDH KO no muestran diferencias de viabilidad celular en al crecer en medio rico en
glucosa. (C) La galactosa resulté toxica tanto para WT como para ETFDH KO, reduciendo el numero
de células a las 36h. (D) La 2-DG evidencio una dependencia de la glucdlisis de la linea ETFDH KO,
observandose diferencias significativas a las 24h y 36h.

4.4. La leucina es empleada para sintesis proteica en ausencia de ETFDH

El siguiente paso fue testar la implicacion de los BCAA en el crecimiento celular de los mioblastos
ETFDH KO. De manera sorprendente, la ausencia de BCAA en el medio de cultivo en presencia
de 2-DG redujo significativamente la proliferacion en ETFDH KO (Figura 10A). Por el contrario,
la presencia de leucina junto con 2-DG, mejord el crecimiento celular, aunque siendo todavia
significativamente inferior al de la linea WT (Figura 10A). Este efecto fue aun mas evidente al
suplementar el medio con los tres BCAA (leucina, isoleucina y valina) (Figura 10A). Al haber
observado que el catabolismo de los BCAA estaba inhibido en ausencia de ETFDH (Figura 8C),
nos preguntamos como la suplementacion de BCAA al medio de cultivo pudiese tener este
efecto. De manera interesante, observamos que la ausencia de BCAA del medio de cultivo
producia un incremento en la produccion de ROS mitocondriales tanto en WT como en ETFDH
KO. Sin embargo, la adicién de 600 uM de leucina al medio producia una reduccién significativa
de los ROS en ETFDH KO, pero no en WT (Figura 10B).

Estos datos nos sugieren que: (i) un aumento de O,* en células que ya presentan unos niveles de
ROS mitocondriales del 300% (Figura 7B) podria producir un arresto en la proliferacién celular
de las ETFDH KO Yy (ii) la leucina que no puede ser catabolizada en ausencia de ETFDH podria
activar la sintesis proteica, de acuerdo con la literatura (Daniela et al., 2006; Dodd and Tee, 2012;
Duan et al., 2015), mejorando asi la capacidad proliferativa de los mioblastos ETFDH KO.

De acuerdo con esto, la incorporacion de C14 derivado de leucina marcada a la fraccion proteica
celular se encontré aumentada en ausencia de ETFDH (Figura 10C). Ademas, mediante western
blot, confirmamos que la adiccién de BCAA al medio de cultivo producia la activaciéon de la ruta
de mTOR y la fosforilacién de S6 (Figura 10D), promoviendo la sintesis proteica y el crecimiento
celular.
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Figura 10. Los BCAA mejoran la viabilidad celular mediante la activacion de la ruta en mTOR.
(A) Graficas de viabilidad celular de las lineas WT (negro) y ETFDH KO (rojo) crecidas en presencia
de 2-DG y con o sin BCAA. (B) Medida de la producciéon de ROS mitocondriales de mioblastos
crecidos en medio sin BCCA vy tras la adicién leucina durante 24h. La falta de BCAA produce un
aumento significativo de ROS. (C) Western blots incubados frente los anticuerpos mTOR, p70 y S6,
y sus formas fosforiladas. La presencia de leucina produce la fosforilacion S6.

4.5. La pérdida de ETFDH produce una disfuncion de la OXPHOS

Como he comentado anteriormente, cuando la glucosa es utilizada como sustrato y los electrones
entran a la ETC por el Cl y CIlI, baipaseando ETFDH, los mioblastos ETFDH KO proliferan de
manera similar a los controles, por lo menos a tiempos cortos (Figura 9A). Para comprobar la
funcionalidad mitocondrial en esta condicion, realizamos un ensayo del consumo de O, (ensayo
Seahorse) en presencia de glucosa 10 mM. Tanto la respiracion basal, como la respiracion
sensible a oligomicina y la respiracion maxima se encontraron significativamente disminuidas
en la linea ETFDH KO comparado al WT (Figura 11A). Para descartar que estos efectos fuesen
debidos a que los mioblastos emplean BCAA y acidos grasos para la produccion de ATP aun en
presencia de glucosa, repetimos el experimento en un medio sin BCAA ni acidos grasos (Figura
11B).
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Figura 11. La pérdida de ETFDH provoca un reducido OCR y una mayor tendencia a la
produccion de lactato. (A) Perfil Seahorse en mioblastos WT (negro) y ETFDH KO (rojo) en medio
completo. (B) Perfil Seahorse en mioblastos WT (negro) y ETFDH KO (rojo) en medio sin BCAA ni
acidos grasos. En los dos ensayos, la glucosa (10 mM) es utilizada como substrato y los valores de
OCR son medidos tras la adicién secuencial de OL, FCCP y Rot + Ant. (C) Ensayo de produccion de
lactato en el tiempo (medida del flujo glucolitico), expresado como nmoles de lactato/ug de prot/h
(D) Concentracién de [FAD], y valores de los ratios NAD/NADH, NADP/NADPH y [GSH]/[GSSG] en
C2C12 WT (negro) y ETFDH KO (rojo).

En este caso, los valores de la respiracion fueron menores comparados con el ensayo con medio
completo, tanto en WT como en ETFDH KO (Figura 11B), indicando que el metabolismo basal de
un mioblasto emplea tanta glucosa como BCAA y acidos grasos como sustratos. Sin embargo, y de
manera sorprendente, en estas condiciones - cuando los electrones entran a la ETC baipaseando
ETFDH- se mantuvo la diferencia en consumo de O,, siendo este significativamente menor en la
linea ETFDH KO (Figura 11B), sugiriendo un posible fallo en la OXPHOS en ausencia de ETFDH
hasta ahora no descrito entre sus funciones. Ademas, realizamos una medida de la produccion
de lactato, observando un aumento del flujo glucolitico en la linea ETFDH KO en comparacion
con el WT (Figura 11C), compatible, por efecto Warburg, con una inhibicion de la OXPHOS. Aun
mas, también observamos una acumulacion de [NADH] en mioblastos ETFDH KO, un evento
que suele ocurrir en presencia de disfunciones de la ETC. Para continuar con el fenotipado de
estas lineas celulares, medimos la concentracion [FAD] sin observar diferencias entre los valores
observados en WT y ETFDH KO. Ademas, y a pesar de no observarse cambios significativos en
el ratio [GSH]/[GSSG], los mioblastos ETFDH KO presentaron una disminucion significativa de
[NADPH] (Figura 11D), compatible con el estrés oxidativo observado en esta linea.
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4.6. ETFDH interacciona molecularmente con la subunidad UQCRC2 del CllI

Para profundizar en el estudio de la posible disfuncién de la OXPHOS observada en ausencia de
ETFDH, se analizo la expresién de diferentes subunidades de los complejos que la componen
(Figura 12A). La ausencia de ETFDH aument6 de manera moderada pero significativa la expresion
de la subunidad NDUFAO9 del Cl y la subunidad UCQRC2 (Core2) del Clll sin cambios relevantes
en la expresién de otras subunidades (Figura 12A y B) ni en las proteinas implicadas en la
dinamica mitocondrial: mitofusina 1 y 2 (MFN1/2), DRP1 y OPA1 (Figura 12C).
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Figura12. Expresion de las proteinas de la ETC, su ensamblaje y formacién de supercomplejos.
(A) Western blots de la expresion de proteinas que conforman la OXPHOS. Se utilizd tubulina
como control de carga. (B) Cuantificacion de bandas de NDUFA9 y Core2. (C) Western blots de la
expresion de proteinas relacionadas con la dinamica mitocondrial. (D) Electroforesis en condiciones

nativas BN-PAGE de la expresion y ensamblaje de los complejos ClI, Cll, Clll, CIV, CV, ETFA y
ETFDH. VDAC se utilizé como control de carga.
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La actividad OXPHOS es regulada no solamente por la expresion de sus complejos sino por su
ensamblaje y capacidad de formar supercomplejos (Acin-Pérez et al., 2008). No encontrando
cambios en la expresion de proteinas que pudiesen justificar el bajo consumo de O, observado en
las ETFDH KO, se realizé una electroforesis en condiciones nativas (BN-PAGE) para comprobar
el ensamblaje de los complejos de la OXPHOS. No se observaron cambios en los Cl, Cll, CIV ni
CV (Figura 12D). Sin embargo, se observé una disminucion en el ensamblaje del Clll y de los
supercomplejos I+lIl'y I+ 1ll,, en ETFDH KO comparado con el WT (Figura 12D). Cabe destacar
que la migracion de ETFDH fue similar a la del supercomplejo CI+ClIl, lo que sugiere una posible
asociacion entre ETFDH y estos componentes de la ETC (Figura 12D). Esto es en linea con la
hipétesis de un posible complejo multifuncional formado por la ETC y la maquinaria de la FAO,
destinado a conferir ventajas cinéticas (Wang et al., 2019). Por lo tanto, a continuacion, nos
propusimos estudiar si ETFDH interacciona directamente con los complejos Cl y CIIl, lo que
afectaria la eficiencia de ETC.
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Figura 13. ETFDH interacciona directamente con la subunidad UQCRC2 del CIil. (A)
Inmunoprecipitacion de todas las subunidades del Cl y Ill, y posterior western blot revelado frente
al anticuerpo ETFA, en extractos de mitocondrias aisladas de musculo esquelético de raton.
(B) Inmunocaptura de la subunidad UQCRC2 del Clll y posterior western blot revelado frente al
anticuerpo NDUFA9, SDHA y ETFDH, en extractos de mitocondrias aisladas de musculo esquelético,
de cerebro y corazon de raton. (C) Gel bidimensional que muestra que no existen modificaciones
en el punto isoeléctrico de UQCRC2 en ETFDH KO frente a WT. La imagen en la derecha muestra
la estructura del CllI (en gris) evidenciando la subunidad UQCRC2 (en azul) (la imagen fue creada
en Pymol utilizando el PDB: 5XTE).
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Para comprobarlo, se aislaron mitocondrias de musculo esquelético de raton y se
inmunoprecipitaron todas las subunidades del Cl y Clll, comprobando que el complejo ETFA/
ETFDH co-inmunoprecipitaba con el Clll, pero no con el Cl (Figura 13A). De hecho, los resultados
mostraron que ETFA (que forma un complejo con ETFDH (Swanson et al., 2008)) no se une al Cl
(Figura 13A); sin embargo, la inmunoprecipitacion de todas las subunidades del Clll si arrastro a
ETFA, demostrando una interaccion directa (Figura 13A).

Tras observar esta interaccion, nos propusimos detectar cual de sus 11 subunidades que forman
el Clll es la que esta interaccionando directamente con el complejo ETFDH/ETFA. La subunidad
UQCRC2 (Core2) forma una estructura bilobulada junto con UQCRC1 (Core1) con un nucleo
interior hueco expuesto a la matriz, adyacente a los dominios transmembrana del citocromo b
(MT-CYB)y la proteina de unién a la ubiquinona (UQCRQ) (Unni et al., 2019). De esta manera, seria
el sitio mas probable de interaccion directa entre el Clll y ETFDH, que, aunque anclado a la MMI,
presenta dominios exclusivamente de matriz. Para verificar esta hipétesis, inmunoprecipitamos
UQCRC2 en extractos de musculo, cerebro y corazén, detectando una interaccion directa con
ETFDH en todos los tejidos analizados (Figura 13B). De manera interesante, UQCRC2 no co-
inmunoprecipitoé con la subunidad NDUFA9 del Cl en ninguno de los tejidos estudiados, ni con la
subunidad SDHA del ClI (Figura 13B), indicando una interaccién especifica con ETFDH.

Este resultado esta en linea con la hipétesis de que la ETC pueda reorganizar su superestructura
en respuesta a situaciones de aumentado flujo de electrones (como por ejemplo en condiciones
de aumentada FAO), liberando el Clll de los supercomplejos para recibir electrones que provienen
del FADH, (Guaras et al., 2016)). En este caso, la interaccion entre ETFDH y el Clll facilitaria el
pasaje de CoQH, derivado de la oxidacion de los acidos grasos. Cabe destacar que la interaccion
entre ETFDH y UQCRC2 no alteré el punto isoeléctrico (pl) de la de esta subunidad (Figura 13C),
lo que indica que no hay modificaciones postraduccionales de UCQRCII mediadas por ETFDH.

4.7. La falta de interaccion entre ETFDH y el Clll inhibe la actividad de la ETC

Para verificar si la falta de interaccion entre ETFDH y el CIIl fuese el origen de la disfuncion
de la OXPHOS observada, el siguiente paso consistio en medir la actividad enzimatica de los
complejos de la ETC en mitocondrias aisladas de mioblastos WT y ETFDH KO (Figura 14).

Las actividades de los complejos |, Il y IV no mostraron diferencias significativas entre mitocondrias
WT y ETFDH KO, indicando que no hay defectos en la actividad de estos complejos (Figura 14).
Sin embargo, la actividad del Clll se encontro significativamente disminuida en mitocondrias
derivadas de la linea ETFDH KO, indicando una capacidad del 40% en reducir el citocromo ¢
frente al WT. Cabe destacar que la actividad del Clll es solo ligeramente mayor a la observada
tras la adicién de antimicina A, un clasico inhibidor del CIIl. Estos datos nos sugieren que la
falta de interaccion entre ETFDH y UQCRC2 inhibe el consumo de O, mitocondrial mediante la
inhibicién directa del CIII.
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Figura 14. La actividad de CIll mitocondrial se encuentra reducida en ausencia de ETFDH.
Medicion de la actividad de los complejos |, lll, Il y IV. Se han utilizado mitocondrias aisladas de
mioblastos WT y ETFDH KO. Los valores han sido expresados en mU/mg de proteina mitocondrial.
Abreviaturas: Rot (rotenona) y Ant A (antimicina A).

La sorprendente inhibicion de la actividad Clll observada en la linea ETFDH KO puso de manifiesto
la dependencia que tiene este complejo de la presencia de ETFDH. Esto nos llevé a especular
que ETFDH pudiese intervenir directamente en el mecanismo catalitico del Clll, es decir, en el
ciclo del CoQ. La idea de que una deshidrogenasa pudiese aportar el ultimo electrén necesario
para la reduccion completa de la semiquinona formada por el citocromo b, en el ciclo del CoQ
fue inicialmente propuesta por Mitchell (Mitchell, 1975) y posteriormente descartada (Crofts,
2004b, 2004a) basandose en datos obtenidos en particulas submitocondriales y en organismos
no eucariotas (Garland et al., 1975). Hoy en dia, se acepta que el Clll sea “autosuficiente” en la
reduccion en dos etapas de una molécula de CoQ, aunque existe un debate sobre la posibilidad
real que una especie tan reactiva como una semiquinona pueda quedarse parada a la espera de
otra molécula de CoQ para ser totalmente reducida.

La teoria que proponemos se muestra en la Figura 15A, donde un electrén proveniente de ETFDH
serviria para reducir la semiquinona formada en el citocromo b, durante la primera etapa del
ciclo del CoQ. La ausencia de ETFDH provocaria que la semiquinona no fuera reducida, siendo
por tanto una fuente de ROS. Ademas, el citocromo b,, estaria constitutivamente reducido (al
igual que en presencia de antimicina A), provocando la pérdida de actividad del CIII.
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Figura 15. Teoria del ciclo del CoQ en la que interviene ETFDH. (A) Modificacion de la teoria
del ciclo del CoQ original de Peter Mitchell (1975), en la cual dos electrones procedentes de una
molécula de FADH, pasan a 2 semiquinonas reducidas previamente por el citocromo b, (sitio Q,)
en el Clll, a través de ETFDH unido a UQCRC2, en dos pasos de reduccion de 1 electrén. En el
computo global de la reaccion, 4H+ son bombeados al espacio intermembrana debido a la oxidacion
completa de 2 moléculas de CoQH, en el sitio Q, y 4H+ son extraidos de la matriz mitocondrial
debido a la reduccion de dos moléculas de semiquinona por medio de ETFDH. Ademas, la oxidacion
completa de FADH, resultaria en 2 citocromo c reducidos que continuarian su camino por la ETC.
(B) Estructura tridimesional del ETFDH (verde) unido al CIll (gris), de manera que se encuentra
cerca del citocromo b (amarillo) y UQCRQ (proteina de unién a CoQ; en gris) para intervenir en el
ciclo del CoQ. ETFDH se encuentra unida a la MMI mediante el dominio de unién a la membrana
(DUM, en rojo) por donde se entroduce el CoQ (morado). La imagen fue creada en Pymol utilizando
el PDB: 5XTE (Clll) y 2GMH (ETFDH) y el programa de docking ClusPro.

El primer paso para demostrar esta hipotesis fue analizar el estado redox del Clll y en particular de
su subunidad catalitica, el citocromo b. Para ello, monitoreamos las variaciones de la absorbancia
especifica del citocromo b reducido utilizando mitocondrias aisladas de mioblastos WT y ETFDH
KO. La medida mostré que los mioblastos WT tenian el citocromo b constitutivamente oxidado
y reducible tras la adicién de ditionito (un agente reductor) (Figura 16A). Sin embargo, en los
mioblastos ETFDH KO el citocromo b se encontraba reducido, siendo el efecto del ditionito casi
nulo (Figura 16A).
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Figura 16. El Clll se encuentra totalmente reducido al igual que el CoQ. (A) Medida del estado
de oxidacion del citocromo b (A565). (B) Concentracion de CoQ,H, y CoQ, H, en mioblastos WT
(negro) y ETFDH KO (rojo), medido mediante HPLC y expresado como pmoles por mg de proteina.
(C) Diagrama que utiliza los ratios de CoQ H./CoQ,, CoQ, H,/CoQ,, y los ROS mitocondriales de los

10" 2
mioblastos en estudio. Se observa la relacion de la forma reducida CoQH, con el incremento en la

produccion de ROS.

Por otro lado, mediante HPLC acoplada a espectrometria de masas, medimos los niveles de
CoQy CoQH, en lineas ETFDH KO y WT. La ausencia de ETFDH, que reduce el CoQ a CoQH,,
deberia dar lugar a la acumulacion de su substrato, la forma oxidada CoQ, como ocurre cuando
se inhibe otra CoQ reductasa como DHODH (Mao et al., 2021). Sin embargo, en la Figura 16B, se
observa que los niveles de CoQ.H, (la forma predominante en roedores) son aproximadamente
el doble en mioblastos ETFDH KO que en WT. Esto nos indica que el ratio CoQH,/CoQ vy la
produccion de ROS es mayor en ETFDH KO (Figura 16C), de manera analoga a cuando el
Clll esta inhibido por el inhibidor myxothiazol (Turrens, Alexandre and Lehninger, 1985). Este
resultado concuerda con los datos sobre el estado redox del citocromo b, que encontrandose
ya reducido seria incapaz de oxidar el CoQ a CoQH,, bloqueando la actividad del Clll y llevando
a la acumulacion del CoQH, derivado de otras deshidrogenasas. Ademas, un aumentado ratio
CoQH,/CoQ estaria generando un estrés reductivo, que podria explicar la elevada generacion de
ROS observada en ausencia de ETFDH (Figura 16C).

4.8. Ladisfuncién del Clll y, en menor medida, ETF estan en el origen de la sobreproduccion
de ROS en mioblastos ETFDH KO

Hasta ahora, los datos obtenidos nos sugieren que en ausencia de ETFDH los electrones que
entran a la ETC estuviesen desviando su camino hacia el O, en el Clll o por medio del CoQH,,
generando O,¢ (Figura 17A), rapidamente convertido en H,O, (Figura 17B). Sin embargo, nos
propusimos comprobar que los ROS no proviniesen de otros complejos de la ETC o de la
inhibicion del catabolismo de sustratos. Demostramos que el aumento de ROS observado era
dependiente de ETFDH, ya que la sobrexpresion de la proteina nativa en la linea ETFDH KO
restaurd los valores de ROS casi al nivel del control (Figura 17A).
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Figura 17. La produccion de ROS originada por la falta de ETFDH sucede en Clll y no genera
RET. (A) ROS mitocondriales (O,¢) en mioblastos ETFDH KO (rojo) y WT (negro). La expresion de
ETFDH en mioblastos ETFDH KO revierte parcialmente el aumento de ROS mitocondriales debido
a la ausencia de ETFDH. (B) ROS citosolicos (H,0,) en mioblastos ETFDH KO y WT. (C-D) ROS
mitocondriales (O,*) en mioblastos ETFDH KO y WT sin tratar (NT), o tratados con rotenona (Rot),
carboxina (Car) antimicina A (Ant A) y myxothiazol (Myx). Los ROS producidos por la ausencia
de ETFDH se generan a nivel del Clll. (E) ROS mitocondriales (O,*) en mioblastos WT (negro),
ETFDH KO (rojo), ETFB KO (azul) o en el triple KO (ETFA+ETFB+ETFDH). A la derecha el WB de la
expresion de estas proteinas. (F) ROS mitocondriales en mioblastos ETFDH KO y WT en presencia
de rotenona (Rot). El aumento de la produccion de O,+ causado por rotenona indica que no hay RET.

Lo siguiente fue estudiar cémo los inhibidores especificos de los complejos Cl (rotenona), Cli
(carboxina) y ClII (antimicina A), afectaban a la produccion de ROS en presencia y ausencia
de ETFDH (Figura 17D). La rotenona y la carboxina produjeron un igual aumento de ROS tanto
en WT como en ETFDH KO (Figura 17C), indicando que Cl y Cll no estaban implicados en
la generacion de ROS mediada por la ausencia de ETFDH. Sin embargo, la incubacién con
antimicina A produjo un aumento de ROS significativamente menor en las lineas ETFDH KO que
en WT (Figura 17C), confirmando que el Clll estaba ya inhibido y generando ROS. Del mismo
modo, el uso de otro inhibidor del ClII, el myxothiazol, que bloquea el complejo en el sitio Q_ llevo
a una menor produccion de ROS en ETFDH KO comparados a los controles (Figura 17D). Estos
resultados nos indican que por o menos uno de los sitios de produccion de ROS en nuestro
modelo es el ClII.

Por otro lado, es sabido que la FAO en musculo esquelético puede ser una fuente importante
de ROS y se ha especulado que tanto ETF como ETFDH (los ultimos aceptores de electrones
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de la FAO) sean responsables de la produccion de ROS mitocondriales (Seifert et al., 2010;
Perevoshchikova et al., 2013). Para valorar el peso de ETF en la generacion de ROS en ausencia
de ETFDH (a pesar de tener la FAO practicamente abolida; ver Figura 8B), se midieron niveles
de O,» en mioblastos deficientes por ETFB y en el triple KO de ETFA/ETFB/ETFDH (3KO)
(Figura 17E). La ausencia de cualquier subunidad del complejo (ETFA, ETFB, ETFDH) genero
un incremento similar en los niveles de ROS (Figura 17E). Sin embargo, el aumento de ROS en
el 3KO fue significativamente menor que en la linea ETFDH KO (Figura 17E), indicando que en
nuestro modelo ETFA y ETFB pueden representar sitios de produccion de ROS en ausencia del
aceptor final ETFDH.

Se ha planteado que un estrés reductor provocado por un alto ratio CoQH,/CoQ puede generar el
transporte inverso de electrones (RET) hacia el Cl, produciendo ROS dependientes de rotenona
y llevando a la degradacion del mismo Cl (Murphy, 2009; Guaras et al., 2016). Sin embargo,
no se observé degradacion del Cl en ausencia de ETFDH (Figura 12C) y el tratamiento con
rotenona no disminuyd la produccion de ROS en ETFDH KO (Figura 17F), indicando que pese a
la acumulacién de CoQH,, en nuestro modelo no se esta generando RET.

4.9. La falta de ETFDH causa peroxidacion lipidica y susceptibilidad a ferroptosis

Es sabido que la excesiva produccion de ROS en la proximidad de las membranas celulares puede

favorecer la peroxidacion lipidica (Su et al.,, 2019). De manera acorde, los ROS mitocondriales
generados como consecuencia de la ausencia de ETFDH generaron mayores niveles de malonil-
dialdehido (MDA), producto de la peroxidacion lipidica, comparado con los WT (Figura 18A). En
linea con esto, el tratamiento con RSL3, un inhibidor de la glutation peroxidasa 4 (GPX4) que
induce ferroptosis, produce un aumento de la muerte celular en ETFDH KO en comparacién con
la muerte observada en WT (Figura 18B), sugiriendo que la falta de ETFDH confiere una mayor
susceptibilidad a la ferroptosis debido al incremento de ROS.

Los analogos del CoQ, mitoQ (MQ) y idebenone (IDEBE) son conocidos inhibidores de la
ferroptosis (Mao et al., 2021). Por ello, quisimos comprobar la capacidad de estos compuestos
de revertir la muerte celular en lineas ETFDH KO y WT. Si bien tanto el MQ como el IDEBE
protegieron parcialmente frente de la muerte inducida por RSL3 (Figura 18C), su efecto fue
reducido en ausencia de ETFDH (Figura 18C). Ademas, y en linea con el elevado ratio CoQH./
CoQ observado en los mioblastos ETFDH KO (Figura 16), las formas reducidas de MQ y IDEBE
(MQred y IDEBEred) mostraron una capacidad aun menor de prevenir la ferroptosis (Figura
18C), sugiriendo que en ausencia de ETFDH incrementar los niveles de CoQH, pueda no ser una
buena estrategia para apantallar el estrés oxidativo. En linea con esta hipotesis, el MQ reducido
demostré reducir los niveles de ROS en mioblastos controles, pero no en ETFDH KO (Figura
18C).
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Figura 18. La ausencia de ETFDH provoca peroxidacion lipidica y ferroptosis. (A) Western blot
de los niveles de malondialdheido (MDA), un derivado de la peroxidacion lipidica, en mioblastos WT
y ETFDH KO. Se muestra la expresion de la tubulina como control de carga. (B) Ensayo de viabilidad
celular en respuesta al tratamiento con RSL3, un potente inductor de muerte por ferroptosis, en
mioblastos WT y ETFDH KO. La ausencia de ETFDH empeora la toxicidad de RSL3. El tratamiento con
10 uM del antioxidante analogo del CoQ idebenone (IDEBE) protege parcialmente frente a ferroptosis.
(C) Efecto de las formas reducida y oxidada de los analogos del CoQ, MitoQ (MQ) e IDEBE, sobre
la muerte por ferroptosis en mioblastos WT y ETFDH KO. En general, estos antioxidantes tienen
menor eficacia en la linea ETFDH KO. Ademas, la forma reducida protege significativamente menos
frente a ferroptosis en esta linea celular. (D) Analogamente, la forma reducida MQred apantalla la
produccién de ROS mitocondriales en mioblastos WT, pero no en los ETFDH KO.

4.10. El flujo de electrones a través de la ruta de ETFDH garantiza la homeostasia redox

Como he comentado anteriormente, se ha especulado que el mismo catabolismo de acidos grasos,
colina o BCAA pueda producir un aumento de ROS debido a que las DFDs que intervienen en la
FAQ o en la oxidacion de colinay BCAA puedan provocar una fuga de electrones hacia el O, antes
de su entrada en la ETC (St-Pierre et al., 2002; Hoffman and Brookes, 2009; Tahara, Navarete
and Kowaltowski, 2009). Para estudiar esta posibilidad, cultivamos los mioblastos WT y ETFDH
KO (i) en presencia de etomoxir, un inhibidor de la FAO mitocondrial, (ii) en ausencia de BCAA
en el medio de cultivo (inhibiendo su catabolismo) o (iii) en presencia de glicina, producto final
del metabolismo de la colina e inhibidor de su metabolismo. Si bien la inhibicién del metabolismo
de la colina no tuvo un gran impacto (Figura 19A), la ausencia de BCAA y la inhibicion de la FAO
con etomoxir produjeron un significativo aumento en la produccién de ROS en mioblastos WT
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Figura 19. El flujo de electrones hacia la ETC a través de ETFDH es necesario para mantener
la homeostasia redox mitocondrial. (A) ROS mitocondriales en mioblastos WT y ETFDH KO
cultivados en presencia de etomoxir (no FAO), en ausencia de BCAA (no catabolismo de BCAA) o
en presencia de glicina (no catabolismo de la colina). (B) Western blot de la expresion de ETFDH y
del control de carga tubulina en las lineas WT, ETFDH KO, ETFDH KO +pETFDH (proteina nativa)
y ETFDH KO + pG273E (proteina mutada). (C) Estructura tridimensional de ETFDH donde se
observan sus tres dominios funcionales y las mutaciones introducidas (G273E y Y271A). Ademas,
una molécula de CoQ (rosa) se encuentra unida a su la estructura (Imagen generada en Pymol).
(D) ROS mitocondriales en las lineas indicadas en leyenda. La mutacion G273E es suficiente para
reproducir el fenotipo oxidativo de la falta de ETFDH.

(Figura 19A). Contrariamente, los mioblastos ETFDH KO tratados con etomoxir o cultivados en
ausencia de BCAA mostraron menores incrementos (o nulos) de ROS respecto a los mioblastos
ETFDH KO no tratados (Figura 19A). Estos resultados, indican que la total inhibicién de la FAO
o del catabolismo de BCAA genera estrés oxidativo, siendo la ausencia del flujo de electrones a
través de la ruta de ETF-ETFDH una causa de ROS mayor que el catabolismo de los substratos.
El hecho de que la ausencia de ETFDH o de cualquier substrato de las rutas mediadas por ETFDH
tiene como resultado un incremento de ROS supone otro hecho paradéjico segun las funciones
clasicas de ETFDH (ademas del elevado ratio CoQH,/CoQ en ausencia de una CoQ reductasa)
que, sin embargo, apoya la implicacién directa de ETFDH en el ciclo del CoQ a nivel del CIII.

De hecho, nos preguntamos si la necesidad de un flujo de electrones a través de la ruta de ETFDH
para el mantenimiento de la homeostasia redox de las células musculares tuviese a que ver con
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el rol de ETFDH en modular el ciclo del CoQ. Una de las principales consecuencias observadas
de la pérdida de ETFDH fue la incapacidad del Clll de oxidar el CoQH,, lo que conllevaba a
una aumentada produccion de ROS. Como he expuesto anteriormente, segun nuestra hipotesis,
ETFDH podria participar en el ciclo del CoQ cediendo un electron proveniente del FADH, a la
semiquinona. En este sentido, dos aminoacidos del DUQ de ETFDH estan altamente conservados
y son necesarios para la union entre ETFDH y el CoQ: Y271 y G273 (Zhang, Frerman and Kim,
2006). El aminoacido Y271 es necesario para establecer un puente de hidrégeno con el O4 del
CoQ, por lo que lo reemplazamos un aminoacido no polar como la alanina (Y271A). Este cambio
supuso un cambio de la carga polar del 12,6% RSA al 3,7% RSA (http://missense3d.bc.ic.ac.uk/),
sin mas danos estructurales. Por otro lado, la ausencia de una cadena pesada en G273 permite
que la cabeza del CoQ entre completamente en la estructura de ETFDH (Zhang, Frerman and
Kim, 2006), por ello, modificamos este aminoacido por un glutamato (G273E), provocando el
bloqueo de la entrada de la cabeza del CoQ y un espaciamiento de la cavidad de 35.64 A (http:/
missense3d.bc.ic.ac.uk/). Estas mutaciones produjeron una proteina aun plegada y reconocible
por western blot (Figura 19B), pero incapaz de unirse al CoQ. De manera interesante, la
sobreexpresion de la proteina nativa pero no de la proteina mutada (Figura 19B) redujo los ROS
en ETFDH KO, demostrando (i) que una mutacién en el sito de unién al Q es suficiente para
reproducir el fenotipo de total ausencia de la proteina y (ii) que el aumento en la generacion de
ROS depende de la capacidad de ETFDH de unirse al CoQ.

4.11. La expresion de una oxidasa alternativa exdégena (AOX) revierte sélo parcialmente el
fenotipo generado por la ausencia de ETFDH en fibroblastos de ratén

La utilizacion de una oxidasa alternativa exogena (AOX), capaz de oxidar el CoQH, y producir
H,O, ha sido utilizada para reducir los niveles de CoQH, en células KO para el CllI, el CIV o
el citocromo c (Guaras et al, 2016). De igual manera, para corroborar la importancia de la
acumulacion de CoQH, en ausencia de ETFDH sobre el fenotipo observado, utilizamos una linea
de fibroblastos de ratdén que expresa constitutivamente la AOX de Emericella nidulans (Perales-
Clemente et al., 2008) (FB-AOX¥d%re) y |os correspondientes controles (FBYd%r¢) (Figura 20A).
El primer paso fue generar mediante tecnologia CRISPR/Cas9 las lineas KO para ETFDH y
medir los ROS mitocondriales en las 4 lineas generadas (FBWd e FB-AQXWid tree FBETFDH KO y
FB-AOXETPHKO) (Figura 20A). De acuerdo con los datos obtenidos en mioblastos, observamos
que los fibroblastos FBET™HKO presentaban un aumento significativo de ROS en comparacion con
FBwid e (Figura 20B). Sin embargo, la presencia de AOX fue suficiente para reducir los ROS
generados por falta de ETFDH casi a niveles de los FB-AOX"d%Pe (Figura 20B). Este resultado
nos indica: (i) que la AOX esta eficientemente oxidando el CoQH,, previniendo la formacién de
ROS vy (ii) que la acumulacion de ROS observada en ausencia de ETFDH es causada, al menos
parcialmente, por la acumulacion de CoQH,,.

De acuerdo con los datos obtenidos en mioblastos (Figura 14), los FBET™H&° presentaban el ClII

inhibido (Figura 20C), siendo su actividad enzimatica significativamente menor que la observada
en mitocondrias aisladas de la linea FB"“%P¢ y demostrando que también en esta linea celular
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la ausencia de ETFDH es necesaria para la correcta actividad del ClIl. Cabe destacar que, en
este caso, la presencia de AOX no fue suficiente para revertir la inhibicion del Clll y que las
mitocondrias aisladas de la linea FB-AOXET™HXO presentaron una reducida actividad CllI (Figura
20C). En su conjunto, estos datos sugieren que la inhibicion del Clll mediada por la ausencia de
ETFDH es independiente de los niveles de CoQH, (y, por tanto, de ROS).
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Figura 20. La expresion de una oxidasa alternativa AOX revierte el incremento de ROS que
produce la pérdida de ETFDH, pero no restaura la actividad del CIIl. (A) Esquema que ilustra
el modo de accién de la AOX. A la derecha, WB de la expresiéon de ETFDH y el control de carga
tubulina en las lineas de fibroblastos de ratén WT (FBWid tee) FBETFHKO - AQXwild type yy AQXETFOHKO (B)
Medida de ROS mitocondriales en FB"idtpe FBETFDHKO AQXwidtype y AQXETFDHKO | 5 presencia de AOX
previene la formacion de ROS (C) Actividad del Clil en FBwid e, FBETFDHKO - AQ X wild type yy AQXETFDHKO,
La presencia de AOX no revierte la inhibicion del enzima. (D) Medida del potencial de membrana
mitocondrial (AWm) en FBwid vpe  FBETFDHKO - AQXwid tyee y AQXETFOHKO (F) Efecto de la antimicina A
sobre el AWm en FBidtre y FBETFDHKO,

De acuerdo con este ultimo resultado, el potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) resulté
significativamente menor en la linea FBET™"KO que en la linea FB*!4%re (Figura 20D). Esta reduccion
del AWYm también se observé en los FB-AOX"d %P como consecuencia de la propia accién de
la AOX que priva al ClIl de los electrones de su substrato CoQH,. Aun asi, la linea FB-AOXET"
KO mostré una caida del AWm equiparable a la FBET™PH KO significativamente mas bajo que en
los FB-AOX*" e (Figura 20D), lo cual confirma que restablecer los niveles de CoQH, y ROS
no es suficiente para el mantenimiento del AWYm, siendo ETFDH necesario para la homeostasia
de la OXPHOS. En linea con estos resultados, la antimicina A redujo el AYm de FB¥9%e g |os
niveles de FBEHXO (Figura 20E) y, sin embargo, no tuvo ningun efecto en FBET™PHKO (Figura 20E),
demostrando una vez mas, que la inhibicion del sitio Q, del CllI con antimicina A tiene efectos
muy parecidos a la falta de ETFDH.
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4.12. La inhibicion del Clll es un efecto especifico de la ausencia de ETFDH y no ocurre en
otras lineas de DFDs KO

Una vez demostrado que la ausencia de ETFDH inhibe la actividad del CIll al menos en dos
tipos celulares distintos, quisimos comprobar si este fuese un efecto especifico de ETFDH o si la
ausencia de otras DFDs provocaba la misma disfuncién. Para ello, medimos la actividad del CllI
en mitocondrias aisladas de mioblastos PRODH KO, DLD KO y DHODH KO. A pesar del aumento
de ROS similar al de las ETFDH KO (Figura 7B), ninguna de estas lineas presento diferencias en
la actividad del ClIl en comparacién con WT (Figura 21A). Este resultado refuerza la conclusion
de que la relacion entre la actividad del Clll y ETFDH recae en su directa interaccion y no esta
asociada a la produccion de ROS o a su comun capacidad de reducir el CoQ.

Sin embargo, y de acuerdo con el aumento del ratio CoQH,/CoQ (Figura 16), la perdida de
ETFDH tiene como efecto compensatorio la alteracion de la expresion de otras DFDs (Figura 21B
y C), probablemente con la finalidad de reducir los niveles de CoQH,. De hecho, los niveles de
ARN en ETFDH KO de ETFA, GPD2, DLD y DHODH, se encontraron significativamente reducidos
en comparacion con los presentes en WT (Figura 21B). Como excepcion a esto, PRODH se
encontré sobre regulada en ETFDH KO con niveles de ARN significativamente superiores a
los controles. Para confirmar las alteraciones en el proteoma de los mioblastos deficientes de
ETFDH, realizamos un estudio proteémico cuantitativo (TMT) de miocitos ETFDH KO frente a WT
(Figura 21C y 22).
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Figura 21. La inhibicion del Clll es un efecto especifico de ETFDH. La ausencia de ETFDH
tiene efectos adaptativos en las células, modificando la expresién de otras CoQ reductasas. (A)
Medida de la actividad del Clll en mioblastos PRODH KO, DLD KO y DHODH KO frente a WT. No
se observan diferencias en la actividad enzimatica del ClIl. (B) Expresion relativa de los niveles de
RNA de las deshidrogenasas ETFA, ETFB, PRODH, GPD2, DLD y DHODH en mioblastos ETFDH KO
frente a WT (medidos por RT-PCR). (C) Representacion de la variacion de la expresion de diferentes
deshidrogenasas en la linea ETFDH KO frente a WT (medida por protedmica cuantitativa TMT). La
intensidad de color correlaciona con valores mas (rojo) o0 menos (azul) elevados de expresion.
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Los resultados confirmaron los datos ya obtenidos por RT-PCR, detectando profundas
alteraciones en la expresion de diferentes deshidrogenasas. En particular, mostraron que los
mioblastos ETFDH KO tienen una limitada expresion de DLD, GPD2 y SQOR (Figura 21C), que
catalizan la reduccion de CoQ a CoQH,, mientras sobre expresan gran parte de las subunidades
del Cl en comparacién con los WT (Figura 21C). Especialmente, observamos la sobreexpresion
de las subunidades del Cl que forman un brazo hidrofilico en la matriz donde se oxida el NADH
y las subunidades que contienen los centros FMN y Fe-S que participan en el trasporte de
electrones (subunidades NDUFS1, NDUFS2, NDUFS7, NDUFS8, NDUFS3, NDUFS4), pero
también otras estructuras accesorias como NDUFB4, NDUFB3, NDUFB5, NDUFB10 NDUFC2,
NDUFA7 y NDUFB9. Esta sobrexpresion del Cl concuerda con los datos obtenidos por western
blot y mostrados en la Figura12. Ademas, la expresion de la piruvato deshidrogenasa (PDH) y
la subunidad catalitica del Cll, SDHB, se encontraron aumentadas en ETFDH KO frente a WT,
probablemente para compensar la disfuncion de la ETC que se produce en ausencia de ETFDH
(Figura 21C).
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Figura 22. Analisis proteémico de mioblastos ETFDH KO vs WT. (A) Grafica tipo volcano de
las proteinas identificadas (2441). En rojo las significativamente sobrexpresadas o silenciadas en
mioblastos ETFDH KO frente a WT. (B) Analisis bioinformatico GSEA de los resultados del estudio
protedmico. Se identifican 15 rutas significativamente alteradas en mioblastos ETFDH KO (activadas,
NES positivo; inhibidas, NES negativo).

En conjunto, estos resultados nos sugieren que en ausencia de ETFDH podria existir un pool
de deshidrogenasas que introducen electrones a la ETC por medio de FADH, cuya expresion
disminuye y otro pool que introducen electrones procedentes del NADH cuya expresién aumenta
en un intento de restablecer el flujo de electrones a través de la ETC.

Por otro lado, nos llamd la atencion que las alteraciones mayores fuesen relativas a la expresién de
proteinas implicadas en reducir los ROS observados en la linea ETFDH KO. Una de las proteinas
mas sobreexpresadas fue la NAD(P)H ubiquinona oxidorreductasa (NQO1) (Figura 21C y 22).
Esta enzima, que tiene FAD como cofactor, actia como una CoQ reductasa implicada en vias
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de detoxificacion del estrés oxidativo y es inducible por cambios en el estado redox celular
(Ross and Siegel, 2017). Por el contrario, la proteina cuya expresion se vio mas disminuida fue
la SQOR, implicada también en el metabolismo del glutation. Estos datos pusieron de manifiesto
como en ausencia de ETFDH el proteoma de un mioblasto experimenta alteraciones que tienen
como finalidad minimizar la disfuncion OXPHOS y compensar los desequilibrios en pares redox
y generacion de ROS mitocondriales.

4.13. La disfunciéon mitocondrial produce la parada del ciclo celular en G2 y una miogénesis
aberrante

La glucdlisis y la OXPHOS se complementan, en el asi llamado Efecto Warburg (Warburg, 1925;
Liberti and Locasale, 2016). Ante la disfuncion mitocondrial mediada por ETFDH, los mioblastos
ETFDH KO muestran una tendencia a una mayor produccién de lactato (Figura 11C). Sin
embargo, esta ligera subida en el flujo glucolitico (Figura 23A) no es suficiente para compensar
la disfuncion de la OXPHOS vy la célula se queda energéticamente quiescente (Figura 23B).
Los procesos de provision energética de la célula y la produccion de ROS tienen un impacto
directo sobre la progresién del ciclo celular. Mientras que la fase G1 depende ampliamente de
la OXPHQOS, la fase reductora G2/M es dependiente de la glucdlisis aerobia e independiente del
consumo de O, (Chen et al., 2007). Un dafo oxidativo excesivo puede parar el ciclo en esta fase.
Dado que nuestro modelo presenta alteraciones bioenergéticas y redox significativas, decidimos
analizar el ciclo celular. Los mioblastos ETFDH KO mostraron una marcada reduccion de la fase
G1 en comparacion con WT, provocando una detencion del ciclo celular en la fase G2/M (Figura
23C), compatible con el aumento de ROS detectado en esta linea (Figura 7).
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Figura 23. Los mioblastos ETFDH KO presentan una parada del ciclo celular. (A) Flujo glucolitico
en mioblastos ETFDH KO y WT. La ausencia de ETFDH incrementa ligeramente la produccion de
lactato. (B) Mapa energético de los mioblastos WT y ETFDH KO. No obstante, el leve incremento
en la glucdlisis aerobia, las células ETFDH KO presentan un perfil quiescente. (C) Medida del ciclo
celular mediante citometria de flujo marcando el ADN con IP (ioduro de propidio). La linea ETFDH
KO presenta una parada del ciclo celular en fase G2/M.
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El ciclo celular de los mamiferos esta controlado por una subfamilia de quinasas dependientes
de ciclinas (CDK), cuya actividad esta modulada por varios activadores (ciclinas) e inhibidores
(Ink4 e inhibidores Cip/Kip). Estudios genéticos recientes indican que mientras CDK2, CDK4 y
CDKG®6 no son esenciales para el ciclo celular de los mamiferos, CDK1, que controla la ultima fase
de la divisidn celular, es suficiente para impulsar el ciclo celular en todos los tipos de células
(Malumbres and Barbacid, 2009). Para comprobar las causas de parada del ciclo celular en
nuestro modelo medimos la expresion y los niveles de ARN de las principales proteinas que
intervienen en la progresién del ciclo. Mediante RT-PCR comprobamos que la expresion relativa
de CDK1 se encuentra significativamente reducida ETFDH KO en comparacién con WT. Este dato
se corrobord posteriormente mediante western blot, comprobando, ademas, que la reduccion
de los niveles de ARN correlaciona con una reduccion de la expresién proteica, no viéndose
afectada la fosforilacion de CDK1 (Figura 24A). Sorprendentemente, observamos una aumentada
expresion relativa de la ciclina B en ETFDH KO, que podria entenderse por el mayor numero de
células que se encuentran en su fase de accion (fase G2/M). Esto también ha sido observado en
miocitos con un arresto del ciclo celular en fase S y G2/M (Novitch et al., 1996). Por otro lado,
observamos por western blot que p53, que actua como represor del ciclo celular favoreciendo
la expresion de proteinas inhibidoras bajo situaciones de estrés metabdlico (Vousden and Ryan,
2009), se encuentra altamente sobrexpresado en ETFDH KO. Esto concuerda con el incremento
observado en PRODH en esta linea celular (Figura 21A), ya que PRODH es uno de los 14 genes
mas expresados dependientes de p53 (Polyak et al., 1997).
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Figura 24. La pérdida de ETFDH produce un fenotipo senescente y una miogénesis aberrante.
(A) Niveles de ARN medidos mediante RT-PCR de los principales moduladores del ciclo celular y
western blot de la expresidon de proteinas implicadas en rutas de respuesta al daio del ADN. (B)
Niveles de ARN medidos mediante RT-PCR de los principales reguladores de la diferenciacion del
musculo esquelético en mioblastos y miocitos WT y ETFDH KO.
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Ademads, inhibidores del ciclo celular como INK4A y INK4C (que bloquean la CDK4/6), p21 y p57,
se encontraron sobrexpresados en ETFDH KO (Figura 24A). Este ultimo (p57), es un reconocido
inhibidor de la proliferacion celular y su activacion esta asociada al mantenimiento de una vida
no proliferativa y a la diferenciacion celular (Kavanagh and Joseph, 2011). Asi mismo, tanto p21
como p53 son conocidos marcadores de senescencia celular (Chan et al., 2005; Passos et al.,
2010), sugiriendo que el dafo oxidativo mediado por ETFDH pueda ralentizar la proliferacion de
los mioblastos ETFDH KO favoreciendo un fenotipo senescente.

Otro mecanismo que regula la homeostasis del ciclo celular es la activacion de las rutas
antagonicas de Notch y TGF-B/pSMAD3. La activacion de TGF-B/pSMAD3 promueve la expresion
de los inhibidores del ciclo celular INK4B, INK4A, p21 y p27 en células de musculares dahadas
(Carlson, Hsu and Conboy, 2008). Por ello, analizamos los niveles relativos de ARN de TGF-8
y pSMADS3, encontrandose significativamente aumentados en ETFDH KO comparados a los
controles (Figura 24A). Ademas, se comprobd la expresion proteica por western blot de pPSMAD3
que estaba aumentada en ETFDH KO (Figura 24A), indicandonos que la via de senalizacion
TGF-B/pSMAD3 esta implicada en la parada del ciclo observada.

Tanto la expresién de p53 como la activacion de la via de sefalizacion TGF-B/pSMAD3 se
activan en las células como respuesta a un dafo celular oxidativo y/o daio en el ADN. En estas
condiciones, otro evento conocido es la expresion de H2AX, una variante de la histona H2A que
facilita la reparacion del ADN. En nuestro modelo, la expresion de H2AX se encuentra aumentada
(Figura 24A), sugiriendo que el arresto del ciclo celular podria estar asociado a un dano en el
genoma provocado por los elevados ROS mitocondriales generados en ausencia de ETFDH
(Figura 7).

Los elevados niveles de ARN de p57 y las perturbaciones observadas en ETFDH KO nos sugerian
un posible fallo en la diferenciacion. Por ello, cultivamos los mioblastos WT y ETFDH KO con
medio de diferenciacion durante 7 dias y realizamos una RT-PCR para medir los niveles de
expresion relativa de los marcadores de diferenciacion de mioblastos a miocitos a dia 0 y dia
7 (Figura 24B). En particular, miramos la expresion de los marcadores de “stemness” MyoD y
Myf5, que se expresan en mioblastos y cuya expresion se pierde durante la diferenciacion, y
la de MyoG, MyHC1 y MyHC7, que son marcadores de miocitos diferenciados. Los mioblastos
ETFDH KO muestran una reduccion casi total de MyoD (Figura 24B), evento que se ha asociado
con una diferenciacion y miogénesis aberrante (Langley et al., 2002; Kataoka et al., 2003). Sin
embargo, los mioblastos y miocitos ETFDH KO presentan alteraciones en los niveles de MyHC7
MyHC1 y un aumento de MyoG, en comparacion con los WT (Figura 24B), lo que sugiere una
diferenciacion temprana y aberrante.
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4.14. ETFDH interacciona con la maquinaria de la biosintesis de CoQ y podria tener un
papel en la regulacién de esta ruta

A pesar de las alteraciones en el ciclo celular observadas en mioblastos ETFDH KO, fibroblastos
humanos derivados de pacientes que padecen acidurias metabdlicas (MADD) por mutaciones
en los genes de ETFDH y otras deshidrogenasas presentan una proliferacion normal. Buscando
mecanismos adaptativos que pudiesen explicar esta diferencia, observamos cémo todas las
lineas de pacientes presentaban niveles de CoQ totales menores que las lineas WT (Figura
25A). En linea con este resultado, diferentes estudios clinicos habian puesto de manifiesto cémo
pacientes con mutaciones en ETFDH presentan una deficiencia secundaria de CoQ (Gempel et
al., 2007; Liang et al., 2009; Xiao et al., 2020).
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Figura 25. ETFDH interacciona con las enzimas de la biosintesis del CoQy regula su expresion.
(A) Correlacion entre los niveles de CoQ10H2 y de ROS mitocondriales en fibroblastos humanos
controles y derivados de pacientes que padecen acidurias metabdlicas y presentan mutaciones en
los genes de ETFDH y otras deshidrogenasas. (B) Datos protedmicos de expresion de las enzimas
de la ruta de la biosintesis del CoQ en mioblastos WT y ETFDH KO. (C) Co-Inmunoprecipitacion de
COQ2 y ETFDH en musculo esquelético (1 y 3 mg de prot), donde se observa interaccion directa
entre ETFDH y COQ2. (D) Esquema STRING del interactoma entre la ruta de la biosintesis del CoQ,
el catabolismo de los BCAA y la FAO (extraido de https://string-db.org/). (E) Medida de los ROS
mitocondriales en mioblastos WT e ETFDH KO sin tratar o tratados con riboflavina o con 4-CBA (1-
10mM), un inhibidor de la biosintesis del CoQ. Se muestra también el efecto de la delecion genética
via CRISPR/Cas9 de COQ2. Reducir los niveles de CoQ es una buena estrategia para reducir el
estrés oxidativo en ausencia de ETFDH.
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Las lineas que analizamos derivaban de pacientes que presentan diferentes mutaciones en
enzimas de la FAO o del catabolismo de los BCAA. Uno de estos pacientes presenta una mutacion
bialélica en ACAD9 (paciente M9), el paciente M2 presenta una mutacion hemialélica en ETFDH,
el paciente M3 presenta una mutacion hemialélica en BCKDHB y el paciente M4 presenta una
mutacion hemialélica en la transacilasa de cadena ramificada de dihidrolipoamida (DBT). Todos
los pacientes mostraron un aumento significativo de ROS en comparacién con los fibroblastos
de controles (Figura 25A), siendo el paciente M9 el mas afectado en este sentido. Ademas, todos
los pacientes mostraron una cantidad significativamente menor de CoQ, en comparacion con
los controles (Figura 25A), lo que nos indica que mutaciones en estas rutas catabdlicas podrian
generar deficiencias de CoQ. Sin embargo, ¢como mutaciones en enzimas de distintas rutas
pueden llevar a la inhibicion de la biosintesis de CoQ?

Debido a que todas estas rutas convergen en ETFDH, para responder a esta pregunta volvimos
a analizar los datos protedmicos (protedmica cuantitativa TMT) de los mioblastos WT y ETFDH
KO poniendo el foco en la biosintesis del CoQ (Figura 25B). Los datos indicaron que tres de las
enzimas implicadas en la sintesis de la cola isoprenoide del CoQ (farnesil pirofosfato sintasa,
FDPS; farnesil/geranil transferasa, FNTA; y geranil/geranil transferasa, RABGGTA) tenian una
expresion reducida en ausencia de ETFDH. Ademas, y de manera interesante, la expresion de
COQ7 y COQ9, que participan en el mismo paso de la biosintesis del CoQ (Manicki et al., 2021),
se encontraron alterados en ausencia de ETFDH. Por tanto, nos planteamos si ETFDH podria
estar implicada directamente en la regulacion de la biosintesis del CoQ mediante interaccion
directa con alguna de las enzimas de su biosintesis. De acuerdo con esta hipotesis, encontramos
datos de repositorios y redes de interacciones proteicas (https://string-db.org/) (Figura 25D),
que muestran una interaccion prevista entre ETFDH y la maquinaria de biosintesis del CoQ.
Para comprobarlo, inmunoprecipitamos COQ2 en mitocondrias aisladas extraidas del musculo
esquelético de ratones WT y estudiamos su interactoma. De manera relevante, observamos
que ETFDH co-precipita con el enzima COQ2 de la biosintesis del CoQ (Figura 25C). Estos
datos apoyan la teoria que ETFDH, controlando el ciclo del CoQ, pudiese ademas controlar su
biosintesis, por interaccion directa o por un mecanismo que faltaria por determinar.

Por ultimo, tratamos de verificar si las actuales terapias utilizadas en pacientes que padecen
MADD o deficiencias secundarias de CoQ son eficaces para revertir el fenotipo observado en
nuestro modelo. En ausencia de terapias mas personalizadas, la administracion de riboflavina
y/o CoQ es utilizada como tratamiento en pacientes con MADD (Horvath and Lombeés, 2014),
demostrando algunas leves mejorias en la capacidad fisica de los pacientes. Sin embargo, los
mioblastos ETFDH KO tratados con riboflavina no mostraron diferencias en la produccion de
ROS en comparacion con las células no tratadas (Figura 25E). Por el contrario, la utilizacion
del acido 4-clorobenzoico (4-CBA), un inhibidor de la ruta de la biosintesis del CoQ, redujo
significativamente los niveles ROS provocados por la ausencia de ETFDH (Figura 25E). Del
mismo modo, la generacion de un doble KO ETFDH-COQ2 KO, redujo significativamente los
valores de produccién de ROS en comparacién con los observados en la linea ETFDH KO (Figura
25E). Estos resultados en conjunto nos indican que el CoQ puede ser una molécula peligrosa en
ausencia de ETFDH, ya que de acuerdo con nuestros datos se acumula en su forma reducida
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siendo una fuente de ROS (junto con el ClIl). Por lo tanto, la deficiencia de CoQ observada en
pacientes podria ser, mas que una morbilidad asociada, una forma de adaptacion de la célula
para reducir el estrés oxidativo debido a disfunciones en ETFDH.

4.15. Generacion y caracterizacion del primer modelo animal ETFDH-KO condicional y
especifico de musculo esquelético

Para verificar que el fenotipo observado en células se reproducia in vivo, generamos el primer
modelo de raton ETFDH KO condicional y especifico de musculo esquelético. El ratdon que carece
de ETFDH en todos los tejidos es incompatible con la vida, y por esa razon decidimos desarrollar
un modelo condicional y tejido especifico. EI esperma congelado de un ratén transgénico
C57BL/6-Etfdh tmla(EUCOMM)Hmgu fue obtenido del European Mouse Mutant Archive (EMMA)
con el ID EM: 09069 y el constructo mostrado en la Figura 26A.
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Figura 26. Generacién de una linea murina C57BL/6 ETFDH KO condicional y especifica de
musculo esquelético. (A) Esquema del proceso de generacion del ratdn ETFDH KO (B) PCR para
el alelo ETFDH-Tm1c (mut) y ETFDH WT (wt) y para ACTAT1, el promotor especifico de musculo
esqueletico de la Cre recombinasa. (C) Western blot revelado por el anticuerpo frente a ETFDH de
extractos de proteina de musculo esquelético de ratones WT, ETFDH+/- y ETFDH-/-. (D) Western
blot revelado por el anticuerpo frente a ETFDH de extractos de proteina de musculo esquelético,
cerebro y corazén de ratones WT y ETFDH-/-, donde se observa que es KO especifico de musculo

esquelético.
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La fertilizacion in vitro de un raton hembra C57BL/6 se llevé a cabo en la Unidad de Transgénesis
del CNIC. Los descendientes fueron genotipados para seleccionar los ratones LacZ y Neo
positivos. Los ratones transgénicos fueron entonces cruzados con una linea de raton flipasa para
eliminar los casetes LacZ y Neo entre los sitios FRT, y asi obtener el alelo Tm1c. A continuacion,
las ratones Tm1c fueron cruzados con la linea B6;C3-Tg (ACTA1-rtTA,tetO-cre)102Monk/J, la
cual expresa la recombinasa Cre bajo el control del promotor ACTA1, especifico de musculo
esquelético, inducible por doxiciclina. Los descendientes fueron genotipados para los alelos
Tm1c y ACTA1 con el objetivo de seleccionar los ratones dobles transgénicos (DT) (Figura 26B).
Estos ratones en heterocigosis (ETFDH+/-) fueron cruzados entre si para generar la delecion
del exén 3 del gen ETFDH en homocigosis (ETFDH-/-), tras la administracion de doxiciclina. Los
ratones WT, KO condicionales de musculo esquelético fueron genotipados (Figura 26B) y se
comprobd la ausencia de ETFDH por western blot (Figura 26C). Ademas, comprobamos que
la expresion de ETFDH solo estaba alterada en musculo esquelético y no otros tejidos, como el
corazoén o el cerebro (Figura 26D).

La ausencia parcial o total de ETFDH en ratones hasta 2 meses de edad no alterd significativamente
el peso de los animales ni tuvo un efecto macroscépico sobre el aspecto general del animal
(Figura 27A y B).

Sin embargo, la inhibicion de la FAO mitocondrial mediada por la ausencia de ETFDH resulté en
un aumento significativo en la lipogénesis de novo en el musculo de los animales. Observamos
por western blot que en ratones ETFDH-/- proteinas relacionadas con la sintesis lipidica tales
como ACC, FASN y ACLY y sus formas fosforiladas se encontraban sobreexpresadas y activadas
en comparacion a los WT (Figura 27C). Mediante microscopia confocal comprobamos que
miocitos ETFDH KO tenian mayor cantidad de &cidos grasos positivos a la tincion con BodyPi, un
marcador fluorescente de lipidos (Figura 27D).
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Figura 27. En ratones ETFDH-/-, la actividad del Clll esta inhibida y la lipogénesis aumentada.
(A) Medida de la actividad del Clll de mitocondrias aisladas de musculo esquelético de ratones
WT, ETFDH+/- y ETFDH-/-, expresada como mU/ mg proteina mitocondrial. La ausencia de ETFDH
causa la inhibicion del Clll: se reproduce in vivo el fenotipo observado en miocitos ETFDH KO (B)
Microscopia confocal en miocitos WT y ETFDH KO. Se observa en azul, (DAPI), verde (BODIPY) y
rojo (BF1-ATPasa). Los miocitos ETFDH KO presentan un mayor depdsito de gotas lipidicas. (C)
Western blot de la expresion de proteinas relativas a la lipogénesis de novo en extractos de musculo
esquelético de ratones WT (negro) y ETFDH-/- (rojo). Se muestra la expresion de la tubulina como
control de carga. La ausencia de ETFDH, inhibiendo la FAO mitocondrial, estimula la sintesis lipidica.
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Esto nos sugiere que las células musculares, incapaces de oxidar los acidos grasos debido a la
ausencia de ETFDH, promueven el almacenamiento de acidos grasos y la lipogénesis, como se ha
observado en otras disfunciones mitocondriales (Sanchez-Gonzalez et al., 2020) o en miopatias
generadas por una deficiencia de CoQ con almacenamiento de lipidos en el musculo (Acosta
et al., 2016), lo que podria explicar la fatiga muscular que sufren los pacientes diagnosticados
con MADD. A nivel de mecanismo, las mitocondrias aisladas de musculo esquelético de ratones
ETFDH+/- y ETFDH-/- presentaron alrededor de un 75% y 50%, respectivamente, de inhibicion de
la actividad del Clll comparados con WT (Figura 27E), lo cual es consistente con lo observado en
mioblastos ETFDH KO. Estos datos demuestran que in vivo ETFDH es necesario para el correcto
funcionamiento del Clll y que disfunciones OXPHOS estan a la base del fenotipo observado.
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5. Discusion

Los electrones generados por la oxidacion de substratos en rutas que incluyen la glucolisis,
la FAO vy el ciclo del TCA, convergen en la mitocondria donde entran en la OXPHOS para
generar energia biolégica de una manera altamente eficiente (Vercellino and Sazanov, 2022).
Los equivalentes reductores de las reacciones enzimaticas de la FAO ingresan directamente a la
ETC para apoyar la generacion de ATP, o mediante la entrada de su producto final acetil-CoA en
el ciclo del TCA, donde se producen NADH y FADH, adicionales. El acetil-CoA de la FAO también
se puede utilizar para sintetizar cetonas, una fuente de combustible que utilizan algunos tejidos
periféricos y especialmente el cerebro durante situaciones catabdlicas (Houten et al., 2016). Los
electrones de los equivalentes reductores de las reacciones enzimaticas de la FAO, en forma de
FADH,, se transfieren al CoQ, a través de una serie de reacciones redox que involucran a ETF y
ETFDH, y el CoQH, generado es oxidado, posteriormente, por el Clll. Ademas, el FADH, y CoQH,
generados por la FAO estan potencialmente expuestos a la oxidacion en el reactivo entorno de
la matriz mitocondrial. Asi, la eficiencia de la OXPHOS depende de la correcta transferencia
de electrones desde estos coenzimas a la ETC. Cualquier limitacion o escape en el flujo de
electrones FAO-ETC conducira a una disminucion de la generacion de ATP. Por lo tanto, no es
de extrafar que la evolucion haya propiciado la formacion de un complejo proteico entre distintos
componentes de la ETC y de la FAO para facilitar la transferencia de electrones. Este concepto,
ya teorizado en pasado (Lapuente-Brun et al., 2013), ha sido demostrado en este manuscrito,
donde reportamos la interaccién molecular directa entre ETFDH, cuello de botella de la FAO y la
subunidad UQCRCII del CIII.

La organizacion de la ETC en supercomplejos, con fin de garantizar el correcto transporte de
electrones, promover la canalizacion de sustratos y la eficiencia catalitica, ha sido previamente
demostrada (Acin-Pérez et al., 2008; Lapuente-Brun et al., 2013; Guo et al., 2017). Recientemente,
estudios funcionales de la mitocondria han sugerido que las enzimas involucradas en la FAO
puedan formar supercomplejos que interaccionan con los complejos de la ETC en la MMI (Wang
etal., 2010, 2019). Concretamente, mediante estudios de electroforesis en condiciones nativas,
Wang y colaboradores observaron que ETFDH comigraba con el Clll, mientras que la proteina
trifuncional (TFP) de la FAO comigraba con el dominio de unién al NADH del Cl. Los datos de
ETFDH han sido corroborados por nuestros experimentos mostrados en esta tesis, ademas,
hemos observado una interaccion de ETFDH y ETFA con la subunidad del Clll UQCRCII, lo
que apoya la hipotesis que varias enzimas de la FAO se encuentran formando supercomplejos
cercanos al ClIl para facilitar la correcta transferencia de electrones. Sin embargo, nuestros
resultados van mas alla, indicando una dependencia directa entre ETFDH y la actividad del CllI
que no habia sido observada hasta la fecha. La interaccion directa de ETFDH con el Clll y la
pérdida de actividad del Clll ante la ausencia de ETFDH sugieren que el catabolismo de los
BCAA y la FAO estan intimamente vinculados a la OXPHOS por medio del CIll, siendo ETFDH
un componente esencial y necesario para la actividad de la ETC. La falta de ETFDH produce que
lo electrones procedentes de estas rutas catabdlicas no entren en la ETC. A priori, la falta de un
flujo de electrones entrante en la ETC produciria una reduccién del estrés reductivo (Mao et al.,
2021), pero lo observado fue precisamente lo contrario. La falta de ETFDH produjo un significativo

107



DISCUSION

aumento del ratio de CoQH,/CoQ, que lleva a una aumentada produccion de O,e. Esto supuso un
hecho paraddjico, la ausencia de una CoQ reductasa produce un aumento de CoQH,, lo que nos
condujo a pensar que ETFDH podria tener otra funcion de la que clasicamente ha sido descrita.
Con los datos observados, nosotros proponemos que ETFDH interviene directamente en el ciclo
del CoQ. Concretamente, aportando el electron necesario, en una reaccion de transferencia de
1 electron, para reducir la forma semiquinona CoQ- originada en el sitio Q,, del ClII, donde el cit
b,, reduce una molécula de CoQ generando la CoQe en la primera ronda del ciclo.

La teoria del ciclo del CoQ ha sido objeto de extenso debate durante varias décadas, desde que
fue propuesta por Mitchel (Mitchell, 1975b) hasta la actualidad, y diversas teorias alternativas han
sido formuladas para explicar el mecanismo de accion del CllI (Crofts, 2004). Uno de los puntos
mas controvertidos son los tiempos de reduccién de la CoQe originada en la primera ronda del
ciclo. Para Mitchell, este intermediario altamente inestable deberia ser reducido rapidamente en
el sitio Q por una deshidrogenasa accesoria que estuviese en la matriz mitocondrial (Mitchell,
1975b, 1975a). En aquella época, Mitchell pensé en el Cll. Sin embargo, en los afos siguientes,
Peter Garland pudo demonstrar que el Cll no interviene en la reduccion de la CoQe y se aceptd
la idea de que debia ser una segunda molécula de CoQH,, en una segunda ronda del ciclo, la
que aportase el electron necesario para completar la reduccion de CoQ+ a CoQH,, dando lugar
a la teoria “modificada del ciclo del CoQ” (Crofts et al., 1983, 2003). Peter Garland hizo tres
objeciones importantes en contra de la teoria de la deshidrogenasa de Mitchel (Garland et al.
1975): senalo (i) que el Clll no requiere al Cll para desarrollar su actividad; (ii) que la antimicina
no inhibe la actividad del Cll y (iii) que el Clll es capaz de funcionar de manera auténoma en
particulas submitocondriales invertidas. Estas tres observaciones llevaron a pensar y a aceptar
por parte de los investigadores que el Clll opera independientemente y que, a pesar de los largos
tiempos de espera, sea una segunda molécula de CoQH, la reductora del CoQe.

Sin embargo, los resultados de nuestros experimentos podrian ser consistentes con el modelo
original del ciclo del CoQ propuesto originalmente por Mitchell (Mitchell, 1975b), donde el
camino bifurcado de los electrones que provienen de la oxidacion del CoQH, en el sitio Q, son
utilizados para reducir una molécula de CoQ por medio del cit b, en el sitio Q, con la posterior
aportacion de otro electron por parte de una deshidrogenasa, ETFDH. Tanto datos in vitro, datos
clinicos de pacientes con deficiencias en ETFDH y los resultados obtenidos del primer modelo
animal ETFDH-/- especifico de musculo esquelético generado en esta tesis doctoral apoyarian
esta teoria.

Siguiendo con las objeciones de Garland, y contestando al punto (i), nosotros aqui demostramos
que el Clll requiere de ETFDH para su correcta actividad, por lo menos en musculo esquelético
y en diferentes lineas celulares. La ausencia de ETFDH lleva a una reduccién significativa en
la actividad del ClIl y a la disminucion del AYm de manera independiente de antimicina. En
particular, las mitocondrias deficientes de ETFDH presentan el cit b del Clll constitutivamente
reducido e inhibido, lo cual -bloqueando la actividad catalitica del CllI- lleva a la acumulacion del
substrato CoQH, y a la formacion de ROS mitocondriales insensibles a antimicina. De manera
interesante, tanto la antimicina como el myxothiazol, los dos principales inhibidores del Clll, inhiben

108



DISCUSION

la actividad de ETFDH (Frerman, 1987) y de la FAO (Mannaerts et al., 1979; Vamecq et al., 1987),
contestando asi al punto (ii) de Garland. Esto puede entenderse desde la funcidn clasica ya que
un ClII no funcional (debido a la accion de los inhibidores) produciria una acumulacion de CoQH,
incapaz de oxidarse y una baja proporcion de CoQ para ser reducido por ETFDH. Sin embargo,
y de manera acorde con el hecho que la ausencia de ETFDH inhibe el ClIl, la inhibicion del CIlI
podria inhibir la actividad de ETFDH debido a su propia disfuncién y no a la baja proporcion de
CoQ. Ademas, son interesantes las numerosas similitudes que existen entre la antimicina y la
ausencia de ETFDH, como son el elevado ratio CoQH,/ CoQ, el estado continuo de reduccion
del Clll, la pérdida de actividad del Clll y la excesiva produccion de ROS por parte también del
ClIl. El hecho de que la antimicina bloquea el sitio Q, del Clll, donde se reduce el CoQ durante el
ciclo del CoQ (y, por lo tanto, bloquea la oxidacién del citocromo b), y que la antimicina tiene los
mismos efectos que la pérdida de ETFDH en la célula, es un dato a tener en cuenta a la hora de
valorar si ETFDH esta participando directamente, por lo menos parcialmente, en el ciclo del CoQ.

Quiza otra de las razones por la que se descarto la teoria de Mitchel fue porque con la tecnologia
de entonces no se detectaron deshidrogenasas en el interactoma del ClIl (Frerman, 1987). Sin
embargo, nuestros datos y los datos de Wang y colaboradores indican que ETFDH interacciona
directamente con CIIl, por medio de la subunidad UQCRCII. Probablemente, la interaccién CllI-
ETFDH sea una interaccion transitoria, mas débil que la que ocurre entre las distintas subunidades
del ClIl, dependiente del resto de interacciones con las enzimas de la FAO y de las otras rutas
catabdlicas que suministran electrones a ETFDH. Por otro lado, la ausencia de ETFDH no provoca
alteraciones en el punto isoeléctrico en UQCRCII, lo que lleva a pensar que el mecanismo de
inhibicién del ClIl no es mediado por modificaciones post-traduccionales. Sin embargo, seria
interesante comprobar si ETFDH puede producir algun tipo de regulacién alostérica del Clli
mediante su union y si la pérdida de unién pudiese provocar un cambio de conformacién como
la producida por algunos inhibidores del Clll (Zhang et al., 1998).

Desmontar el tercer punto de las objeciones de Garland (iii) es experimentalmente muy complejo.
Sin embargo, podemos especular que el hecho de que en determinadas condiciones forzadas
in vitro el Clll muestre actividad auténoma no es incompatible con que in vivo parte del recirculo
del CoQ pueda ser facilitado por la presencia de ETFDH.

En el mismo sentido, el hecho de que en subparticulas mitocondriales in vitro ETFDH pueda
reducir el CoQ a CoQH, sin la intervencion de otras proteinas (Beckmann and Frerman, 1985) no
esta en contradiccion con nuestra hipétesis, en la cual ETFDH sigue siendo el reductor del CoQ,
pero en estado de CoQe, semirreducido. Ademas, los potenciales de reduccion son favorables
tanto para la reduccion por parte de ETFDH de CoQ a CoQe como de CoQ a CoQH, y es logico
pensar que esta ultima reaccion pueda suceder in vitro, sin que esto demuestre que in vivo sea
la reaccion prioritaria.

Otro hecho que apoya nuestra hipotesis es que ETFDH es reducido por ETF en 2 semirreacciones

de transferencia de 1 electrdn, oscilando por tanto entre las formas reducidas de 1y 2 electrones
(Watmough and Frerman, 2010). A su vez, la reduccion de CoQ por ETFDH también ocurre en 2
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semireacciones de transferencia de 1 electrdn, lo que implica que ETFDH seguramente genera
y estabiliza en su estructura la CoQe (Frerman, 1987). Esto contrasta con la mayoria de las
otras CoQ reductasas, donde la trasferencia de electrones no implica la estabilizacién del radical
CoQe al suceder en una reaccion de trasferencia de 2 electrones. Los residuos que forman el
bolsillo hidréfobo por donde entra el CoQ estan altamente conservados entre las secuencias
de ETFDH de diferentes especies, en particular, el aminoacido G273 que esta absolutamente
conservado en todas las secuencias de ETFDH estudiadas (Zhang, Frerman and Kim, 2006).
Ademas, una molécula de H,O se une al grupo hidroxilo del aminoacido Y271y al O4 del anillo
de benzoquinona del CoQ mediante enlaces de hidrogeno. Esta molécula de H,O podria actuar
como donante-aceptor de protones durante la reduccion del CoQ (Zhang, Frerman and Kim,
2006). Como el atomo de O1 de la benzoquinona no forma enlaces de hidrégeno directos con
ningun aminoacido del dominio de unién a CoQ, el modo de unién a CoQ observado en ETFDH
es diferente al observado en otras CoQ-reductasas y CoQ-oxidasas, como el Cll (Horsefield
et al., 2006) o la ubiquinol oxidasa de E. coli (Abramson et al., 2000), haciendo de ETFDH una
deshidrogenasa unica en su mecanismo de accion. Los dominios de unién a CoQ clasicos tienen
secuencias conservadas que contienen un residuo de Tyr/Trp o His que forman enlaces de
hidrogeno directos con O1 y/o O4 de la benzoquinona, lo que indica que el modo de accion de
ETFDH no sigue los principios clasicos de otras CoQ oxidorreductasas, favoreciendo la formacion
de CoQe y el pasaje de esta al Clll. En esta linea, que la entrada de electrones a través de ETFDH
implique la formacién de CoQe podria ser una de las causas por las que histéricamente se ha
observado que la FAO produce ROS (Seifert et al., 2010; Perevoshchikova et al., 2013). De
manera acorde, la mutacion G273E, que origina una proteina ETFDH correctamente plegada
pero impide la union CoQ, produce la misma disfuncién que la ausencia de ETFDH en termino
de aumentada generacion de O, por parte del Clll, apoyando nuestra hipotesis.

Ademas, existen indicios de que el Clll, a pesar de ser complejo dimérico, podria funcionar
como un monomero (Crofts et al., 2013), lo que encaja mejor con nuestra teoria, a diferencia de
la propuesta del ciclo del CoQ clasico que requeriria una estructura dimérica del ClIl (Xia et al.,
2013).

Esta ampliamente aceptado que el Clll es uno de los puntos de produccion de ROS mas
importantes en la mitocondria, y su produccion aumenta tras la adiciéon de antimicina (Boveris
and Cadenas, 1975). Nuestros datos muestran que la pérdida de ETFDH produce un gran
aumento en la produccién de ROS que no disminuyen con la adicion de rotenona, indicando
que no hay RET, y no aumentan ni disminuyen con la adicion de antimicina, indicando que los
ROS provienen, al menos en parte, del Clll. Segun nuestra hipétesis en la cual ETFDH participa
en el ciclo del CoQ, la falta de ETFDH provoca que la CoQ+ generada en el cit b,, no pueda ser
reducida y, por tanto, sea la principal fuente de ROS observada. Ademas, debido a que el ciclo
se estanca, el cit b permanece reducido y la antimicina no produce ningun efecto, tal y como
observamos en mitocondrias aisladas de musculo y de miocitos, inhibiendo la actividad del CIl.
Esto también ha sido observado en células con mutaciones en el cit b, que presentan inhibicion
de la actividad enzimatica del Clll y una aumentada produccion de ROS mitocondriales (Wenz
et al., 2007; Yin et al., 2010; Lee et al.,, 2011). En esta linea, se ha observado que la reduccién
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de los cit b, y b, ralentiza la entrada de electrones en el CllIl en QP (Quinlan et al., 2011), lo
que podria explicar el elevado ratio CoQH,/ CoQ en los miocitos ETFDH KO, ya que el sistema
se encuentra atascado. Por otro lado, el elevado ratio CoQH,/CoQ podria ser en si otra de las
causas de la generacién de superoxido (Murphy, 2009). En cualquier caso, la pérdida de ETFDH
provoca el desajuste de la homeostasis redox de la mitocondria, como confirmamos a traves de
los experimentos de sobreexpresion de ETFDH en células ETFDH KO. Como he mencionado
previamente, en mioblastos ETFDH KO la sobre expresion de ETFDH mutada en los aminoacidos
Y271 y G273, necesarios para la union del CoQ, generdé ROS de manera similar a la ausencia
de la proteina, indicando que los ROS producidos por la ausencia de ETFDH provienen de la
incorrecta interaccion del CoQ con ETFDH, que inhibe el CIll. En todo caso, la sobreproduccion
de ROS mitocondriales mediada por ETFDH genera un dano oxidativo masivo en los mioblastos
que resulta en la parada del ciclo celular en G2/M. Podemos especular que el arresto del ciclo
celular sea mediado por un conjunto de factores (ciclinas, factores de transcripcién, mioquinas,
etc..) activados por los ROS mitocondriales, entre los cuales el aumento de la expresiéon de
p57, uno de los principales inhibidores del ciclo celular, y de la ruta p53/SMAD, asociada con
senescencia. De hecho, estudios en células musculares embrionarias muestran que p57 se
activa como respuesta al daio celular oxidativo (Mademtzoglou et al., 2018) y que el tratamiento
prolongado con el inhibidor del Clll antimicina activa p53 (Evstafieva et al., 2014) y altera la
proliferacion celular favoreciendo un fenotipo senescente asociado con un aumento en la
produccion de O, mitocondrial (Stockl et al., 2006).

Mutaciones en ETFDH, ETFA y/o ETFB provocan defectos en la FAO mitocondrial y se asocian a
miopatias autosdmicas recesivas denominadas MADD, con un desarrollo clinico heterogéneo. La
disfuncion parcial o total de estas DFDs conduce a alteraciones en la oxidacion de acidos grasos
y aminoéacidos ramificados, niveles elevados de acil-carnitinas en plasma con acumulaciéon de
lipidos en diferentes 6rganos (especialmente el musculo esquelético) que lleva a debilidad
muscular, fatiga al ejercicio hasta el desarrollo de importantes miopatias (Mochel et al., 2005;
Grunert, 2014; Kaphan et al., 2018; Chokchaiwong et al., 2019). A nivel molecular, se ha descrito
como mutaciones en estos genes estan asociados a disfuncién mitocondrial con reduccién en
la biosintesis de ATP y en la actividad de los complejos de la ETC (Mochel et al., 2005; Grinert,
2014; Kaphan et al., 2018; Chokchaiwong et al., 2019). Ademas, y de manera interesante, la
miopatia generada por defectos en ETFDH y otras proteinas de la FAO ha sido relacionada
con deficiencias secundarias de CoQ (Gempel et al., 2007; Liang et al., 2009; Wen et al., 2013).
Recientemente, se han publicado datos de un paciente diagnosticado con MADD (una mutacién
bialélica en el gen ETFDH), con miopatia y una deficiencia de CoQ en el musculo esquelético
(Xiao et al., 2020). El analisis de sus fibroblastos revelé un aumento de la produccién de ROS y
los estudios histoquimicos del musculo esquelético destacaron fibras rojas irregulares, asi como
una reduccién en la actividad del CI, ClI+1ll y ClI+1lI (Xiao et al., 2020). Nuestros datos estan en
linea con estos datos clinicos y podrian dar origen a nuevos enfoques a la hora de escoger el
tratamiento. En este sentido, el tratamiento para la MADD es hoy en dia muy limitado: algunos
pacientes responden bien a dietas bajas en grasas y aminoacidos ramificados, o a suplementos
de riboflavina, carnitina o glicina (Turnbull et al., 1988; Olsen et al., 2007). Nuestros resultados
en mioblastos ETFDH KO no mostraron una mejora fenotipica al tratamiento con riboflavina,
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lo que contrasta con las cohortes de pacientes con MADD que responden a este tratamiento
(Gempel et al., 2007; Law et al., 2009; Missaglia et al., 2018). Esto puede entenderse debido a
la heterogeneidad y gravedad de las mutaciones en ETFDH, donde mutaciones que generan
una proteina con menor afinidad por FAD, el aumento de la concentracion de riboflavina puede
ayudar a la formacién de una proteina funcional (Henriques et al., 2009). En cambio, en pacientes
con mutaciones que generen una proteina aberrante el aumento de la concentracion del sustrato
FAD no generara ninguna mejoria, como en nuestros mioblastos ETFDH KO.

Por otro lado, el tratamiento con CoQH, ha demostrado ser eficaz de manera intermitente (Horvath
and Lombeés, 2014; Xiao et al., 2020), con recaidas de los sintomas de los pacientes. Nuestros
datos nos indican que el CoQ juega un papel esencial en el desarrollo de esta patologia, tanto en
términos de estado redox (ratio CoQH,/CoQ) como de cantidad absoluta (CoQ,,= CoQ+CoQH.).
En particular, y de manera sorprendente, nuestros datos indican que en condiciones de completa
disfuncionalidad de ETFDH, como es su ausencia en mioblastos ETFDH KO, la reduccién de los
niveles de CoQ,; es beneficiosa para la célula en términos de normalizacion en los valores de
ROS. Ademas, ratones deficientes en COQ7 con reducidos niveles de CoQ presentan una menor
produccion de ROS y una reducida actividad del Clll (Nakai et al., 2004), lo que nos indica que
los niveles de CoQ juegan un papel esencial en la produccién de ROS. Esto nos lleva a pensar
que las deficiencias secundarias de CoQ en pacientes con MADD son una respuesta celular
adaptativa para responder al estrés reductivo mediado por disfunciones en ETFDH. Por ello,
el tratamiento con CoQH, puede ser beneficioso temporalmente para reducir el dano oxidativo
debido al caracter antioxidante y beneficioso para las membranas del CoQH, (Frei, Kim and
Ames, 1990; Stocker, Bowry and Frei, 1991; Bentinger, Brismar and Dallner, 2007). Sin embargo,
el tratamiento con CoQH, a largo plazo no ataca la raiz del problema, administrando ademas a
las células un compuesto que se acumula en presencia de un ETFDH disfuncional y que ellas
mismas intentan disminuir.

Todo esto, genera el interrogante sobre si y como ETFDH podria estar regulando la biosintesis
del CoQ. Que la actividad de la OXPHOS o la eleccion de substratos pudieran estar implicadas
en la regulacion de la biosintesis de especificos pools de CoQ habia ya sido especulado (Hernan-
Sanz and Enriquez, 2021). Ademas, ETFDH y ALDH3A1 son unos de los genes mas asociados
a deficiencias secundarias de CoQ (Bentinger, Tekle and Dallner, 2010; Stefely and Pagliarini,
2017). Es interesante observar como en nuestro modelo de mioblastos ETFDH KO, ALDH3A1
es una de las enzimas mas sobre expresadas. Ademas de estar involucrada en los procesos
de defensa contra el estrés oxidativo (Uma et al., 1996; Kirsch and De Groot, 2001), ALDH3A1
es una de las primeras enzimas que interviene en la biosintesis del CoQ, en la formacién de
la cabeza polar (Stefely and Pagliarini, 2017). Otras enzimas involucradas en la formacion de
la cola isoprenoide del CoQ (Saiki et al., 2005), tales como FDPS, FNTA y RABGGTA, tienen
disminuida su expresion en los mioblastos ETFDH KO. Existen otras proteinas que intervienen en
la biosintesis del CoQ formando el llamado “complejo Q” (PDSS1, PDSS2, COQ2, COQ4, COQ6,
COQ7, COQ8, COQY) y que han sido relacionadas con deficiencias primarias de CoQ (Lopez et
al., 2006; Quinzii et al., 2006; Mollet et al., 2007, 2008; Lagier-Tourenne et al., 2008; Duncan et al.,
2009; Heeringa et al., 2011; Sondheimer et al., 2017; Kwong et al., 2019). De manera interesante,
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los datos de interaccion proteica de la base de datos STRING (https://string-db.org/) indican
que ETFDH podria interaccionar con el complejo Q. De acuerdo con estos datos, en esta tesis
doctoral, demostramos por primera vez que ETFDH se une al enzima de la biosintesis del CoQ,
COQ2. A pesar de que en nuestro modelo de ETFDH KO no vemos una deficiencia de CoQ, la
interaccion ETFDH-COQ2 podria, en determinadas situaciones, regular la biosintesis de CoQ vy
defectos conformacionales en esta interaccion estar a la base de las deficiencias secundarias de
CoQ observadas en pacientes con mutaciones en ETFDH.

En nuestro modelo también observamos una regulacién a la baja de COQ9. Esta ultima es una
enzima que interviene en el penultimo paso de la ruta de la biosintesis del CoQ y que interacciona
con COQ7 (Lohman et al., 2014; Manicki et al., 2021). Se cree que tiene funciones regulatorias
y es causa de deficiencias primarias de CoQ (Smith et al., 2018; Olgac et al., 2020). Ademas,
y en linea con una posible implicacion de ETFDH en el la biosintesis del CoQ, mutaciones en
COQ9 han sido relacionadas con disfunciones de la actividad del CI+Clll, generando miopatias
(Garcia-Corzo et al., 2013; Luna-Sanchez et al., 2015; Danhauser et al., 2016). La relacion COQ7/
COQ9 podria ser el check-point de la ruta biosintética del CoQ regulada por ETFDH, ya que,
segun nuestros datos protedmicos en ausencia de ETFDH, COQ7 se encuentra inversamente
expresada que COQ9. Probablemente, la ausencia de ETFDH provoca la desestabilizacion de
COQ9, y esto impide la accion de COQ7, lo que finalmente provoque el fallo en la biosintesis
del CoQ. Otro dato que apoya nuestros resultados es que SQOR, una enzima mitocondrial que
cataliza la oxidacion del sulfuro de hidrogeno (H,S) con la consiguiente reduccion del CoQ, se
encuentra significativamente disminuida en los estudios protedmicos realizados en mioblastos
ETFDH KO. Estos datos concuerdan con estudios donde se ha visto que la expresion de esta
enzima se encuentra asociada a deficiencias de CoQ (Luna-Sanchez et al., 2017; Ziosi et al.,
2017).

En conclusion, y acorde con los datos clinicos de pacientes con mutaciones en ETFDH vy
deficiencias de CoQ, nosotros apoyamos la hipétesis de que ETFDH, la enzima que interviene
en el reciclaje del CoQ, esté también regulando su biosintesis. Sin embargo, queda mucho por
conocer sobre los mecanismos de regulacién de la biosintesis del CoQ y falta conocer con
exactitud el papel de las enzimas implicadas, asi como identificar nuevos interactores (Vazquez-
Fonseca et al., 2019).

En conjunto, los datos obtenidos durante esta tesis doctoral sugieren que las DFDs y, en
especial manera, ETFDH, juegan un papel muy importante en la homeostasis del musculo
esquelético, papel que a menudo ha sido infravalorado. Especialmente, ETFDH sobresale como
un componente necesario de la ETC implicado en el ciclo del CoQ, en el mantenimiento del
AW¥Ym, de la homeostasis redox de la mitocondria y de la sintesis de un cofactor tan esencial
como el CoQ. Estos datos pueden ayudar a entender los mecanismos moleculares por los que se
producen las patologias debidas a mutaciones de ETFDH y ofrecer una nueva diana terapéutica
para tratamientos personalizados de medicina redox mitocondrial.
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6. Conclusiones

1. Mioblastos deficientes en ETFDH tienen menor capacidad respiratoria, experimentan una
parada del ciclo celular en G2/M y presentan una miogénesis aberrante.

2. ETFDH interacciona con la subunidad Core Il del Clll de la ETC, siendo esta interaccion
necesaria para la actividad maxima del enzima, para el mantenimiento del potencial de membrana
mitocondrial y de la homeostasia redox de las células musculares.

3. En ausencia de ETFDH, la subunidad CytB del ClIl se encuentra constitutivamente reducida e
inhibida, llevando a la acumulacion patologica de CoQH, y de radical superoxido.

4. El desarrollo de un modelo animal deficiente de ETFDH en musculo esquelético confirma la
inhibicion de la actividad del CllI, el dafio oxidativo y una aumentada lipogénesis.

5. La expresion de una oxigenasa alternativa AOX restaura la homeostasia redox, pero no la
actividad del Clll, indicando que ETFDH podria participar activamente en el ciclo del CoQ.

6. En musculo de ratén, ETFDH interacciona con COQ2, una enzima de la biosintesis del CoQ,
presumiblemente para regular el contenido de CoQ en funcién de las necesidades celulares. De
hecho, reducir la cantidad de CoQ en miocitos murinos y en fibroblastos de pacientes minimiza
las consecuencias patoldgicas de la disfuncion de ETFDH.
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