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RESUMEN 
 

Las enfermedades mitocondriales son un grupo de desórdenes genéticos caracterizados por la presencia 
de mitocondrias cuyo sistema de fosforilación oxidativa (OXPHOS) se encuentra alterado, afectando 
principalmente a los órganos con mayores requerimientos energéticos, como el corazón y el músculo 
esquelético. El factor inductor de apoptosis (AIF) es una proteína mitocondrial con funciones relevantes 
tanto en la fisiología celular —entre las cuales se encuentra el mantenimiento de la función OXPHOS— 
como en la inducción de la muerte celular tras migrar al núcleo. Actualmente se desconocen muchos de 
los efectos que, a nivel molecular, la deficiencia de AIF produce en el corazón y el músculo esquelético. 
Por otro lado, el ejercicio físico moderado ha demostrado numerosos beneficios en los pacientes con 
enfermedad mitocondrial. Sin embargo, todavía se desconocen gran parte de los mecanismos 
moleculares que explican dichas mejoras en los músculos estriados.  

Los objetivos principales de la presente tesis doctoral fueron: estudiar las bases fisiopatológicas que 
subyacen al fenotipo causado por la deficiencia de AIF a distintas edades (2, 3 y 6 meses de edad); y 
estudiar los efectos de un programa de entrenamiento combinado de resistencia y fuerza de una duración 
de 8 semanas. Ambos objetivos se llevaron a cabo en corazón y en músculo esquelético del ratón 
Harlequin (Hq), caracterizado por presentar un déficit ubicuo de los niveles de AIF.  

Los resultados mostraron alteraciones en numerosos procesos celulares en el corazón y el músculo 
esquelético de los ratones Hq. Concretamente, se observó un fallo en ensamblaje de algunos complejos 
del sistema OXPHOS, que únicamente se tradujo en un descenso de actividad del complejo I en músculo 
esquelético. Además, la ultraestructura mitocondrial resultó alterada en ambos tejidos, con unas 
mitocondrias de mayor área y más alargadas, posiblemente debido a un aumento en la fusión 
mitocondrial. Tanto el corazón como el músculo esquelético mostraron un aumento del estrés oxidativo; 
una distribución alterada de los lípidos, con una mayor cantidad de gotas lipídicas; y un mayor contenido 
de aminoácidos libres. También se detectaron cambios en el proceso de autofagia, con una acumulación 
de distintas proteínas de la ruta, así como una mayor activación de mTOR. Además, se observó un 
posible fallo en la biosíntesis del grupo hemo, disminuyendo los niveles de hemoglobina y mioglobina 
en corazón. Además, se detectaron alteraciones en el mecanismo de excitación-contracción de los 
cardiomiocitos, consistentes en una mayor fuga de Ca2+ desde el retículo sarcoplásmico (RS) mediada 
por sparks, y una menor capacidad de recaptación del Ca2+ hacia el RS durante la diástole. Por último, 
pese a que el programa de entrenamiento produjo mejoras en la capacidad aeróbica y la fuerza muscular 
de los ratones Hq, no fue capaz atenuar las alteraciones observadas a nivel molecular.  

La presente tesis ha permitido descubrir importantes alteraciones moleculares en los músculos estriados 
del ratón Hq, que abren la puerta a futuros estudios, así como a la búsqueda de nuevas dianas 
terapéuticas, en el contexto de las enfermedades mitocondriales y de las patologías asociadas a una 
deficiencia de AIF.  



 

 
 

SUMMARY 
 

Mitochondrial diseases are a group of genetic disorders characterised by the presence of mitochondria 
with an impaired oxidative phosphorylation system (OXPHOS), which mainly affect those organs with 
higher energy demand, such as heart and skeletal muscle. Apoptosis inducing factor (AIF) is a 
mitochondrial protein with relevant functions in cellular physiology —such as the maintenance of 
OXPHOS function— and the induction of apoptosis after migrating to the nucleus. Nowadays, most of 
the effects of AIF deficiency on the heart and the skeletal muscle remain elusive. On the other hand, 
moderate physical exercise has demonstrated numerous benefits in patients with mitochondrial disease. 
However, some of the molecular mechanisms behind those improvements in striated muscles are still 
unknown.  

The main objectives of this doctoral thesis were to study the pathophysiological bases underlying the 
phenotype caused by AIF deficiency at different times (2, 3 and 6 months of age); and to study the 
effects of a combined endurance and resistance training program, with a duration of 8 weeks. Both 
objectives were assessed in the heart and the skeletal muscle of Harlequin mouse (Hq), characterised by 
presenting an ubiquitous AIF deficiency. 

The results demonstrated alterations in numerous cellular processes in the heart and the skeletal muscle 
of Hq mice. Specifically, both organs showed a failure in the assembly of some OXPHOS complexes; 
however, this only caused a decrease in complex I activity in skeletal muscle. Moreover, the 
mitochondrial ultrastructure was altered in both tissues, with longer and larger mitochondria, possibly 
due to increased mitochondrial fusion. In addition, both organs showed an increased oxidative stress; a 
differential distribution of lipids, with a higher content of lipid droplets; and elevated levels of free 
amino acids. Alterations in autophagy were also detected, with an accumulation of several proteins 
involved in this pathway, as well as an overactivation of mTOR. Furthermore, an impairment in heme 
biosynthesis was observed, with lower haemoglobin and myoglobin levels in the heart. Additionally, 
alterations in the excitation-contraction mechanism were detected in the heart, comprising a higher flux 
of Ca2+ from the sarcoplasmic reticulum (SR) mediated by Ca2+ sparks, and a lower capacity of cytosolic 
Ca2+ uptake to the SR. Finally, despite the training program improved the aerobic capacity and the 
muscular strength of Hq mice, it was not able to induce significant mitigation of the disturbances 
detected at the molecular level.  

This study has allowed to discover important molecular alterations in the striated muscles of Hq mice, 
which can pave the way to future studies, as well as to the search of new therapeutic targets, in the 
context of mitochondrial diseases and pathologies associated with AIF deficiency.  
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1D-BN-PAGE: electroforesis en condiciones nativas en primera dimensión  
2D-BN/SDS-PAGE: electroforesis en condiciones desnaturalizantes en segunda dimensión  
2m: 2 meses  
3m: 3 meses  
6m: 6 meses  
8-OHdG: 8-oxo-2'-desoxiguanosina (8-Oxo-2'-deoxyguanosine) 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
ADNmt: ácido desoxirribonucleico mitocondrial 
ADP: adenosín difosfato 
AIF: factor inductor de apoptosis (apoptosis inducing factor) 
ALA: δ-aminolevulinato (δ-aminolevulinate)  
AMP: adenosín monofosfato 
AMPK: proteína quinasa activada por AMP (AMP-activated protein kinase) 
ANXA: anexina (annexin) 
ARN: ácido ribonucleico 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero 
ATG: proteína relacionada con la autofagia (autophagy-related protein) 
ATP: adenosín trifosfato 
ATP5A: ATP sintasa subunidad alfa (ATP synthase subunit alpha) 
BCA: ensayo del ácido bicinconínico (bicinchoninic acid) 
BN: electroforesis nativa azul (blue native) 
BSA: albúmina de suero bovino (bovine serum albumin) 
CAMKK: calcium/ calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 
CBMSO: Centro de Biología Molecular Severo Ochoa  
CHCHD4: mitochondrial intermembrane space import and assembly protein 40 
CI-CV: complejos I-V 
CoA: coenzima A 
COQ: coenzima Q o ubiquinona 
CORE2: cytochrome b-c1 complex subunit 2  
COX: citocromo c oxidasa (c oxidase cytochrome) 
CS: citrato sintasa (citrate synthase) 
CTE: cadena transportadora de electrones 
CYPA: ciclofilina A (cyclophilin A) 
CYTC: citocromo C (cytochrome c) 
DA-DCF: 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceína 
DAPI: 4 ',6-diamidino-2-fenilindol 
DTNB: ácido-5-5’ditio-bis-2-nitrobenzoico 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DRP1: dynamin-1-like protein 
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E-C: excitación-contracción 
ECAR: tasa de acidificación del medio de cultivo (extracellular acidification rate) 
ECL: quimioluminiscencia mejorada (enhanced chemiluminiscence) 
EDL: músculo extensor largo de los dedos (extensor digitorum longus muscle) 
EDTA: ácido etilenodiaminatetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid) 
EGTA: ácido etilenobis(oxietilenonitrilo)tetraacético (triethylene glycol diamine tetraacetic acid) 
EM: enfermedad mitocondrial 
Ent: entrenado 
Ɛ: coeficiente de extinción molar 
FAD: dinucleótido de flavina y adenina, oxidado 
FADH: dinucleótido de flavina y adenina, reducido 
FABP: proteína de unión a ácidos grasos (fatty acid-binding protein) 
FBS: suero fetal bovino (fetal bovine serum) 
FCCP: carbonilo-p-trifluorometoxifenilhidrazona 
FKBP12: peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A 
GAPDH: gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 
HBSS: Hanks’Balanced Salt Solution 
HPR: peroxidasa de rábano picante (horseradish peroxidase) 
Hq: Harlequin 
HSP60: proteína de choque térmico de 60 kDa (60 kilodalton heat shock protein) 
HSP70: proteína de choque térmico de 70 kDa (70 kilodalton heat shock protein) 
iTRAQ: etiqueta isobárica para cuantificación relativa y absoluta (isobaric tags for relative and 
absolute quantitation) 
KO: knock out 
LAMP1: proteína 1 de membrana asociada a lisosomas (lysosome-associated membrane glycoprotein1) 
LC3: microtubule-associated protein 1 light chain 3 
MELAS: encefalomiopatía mitocondrial, acidosis láctica y episodios parecidos a un accidente 
cerebrovascular (mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes) 
MERF: epilepsia mioclónica asociada a fibras rojas rasgadas (myoclonus epilepsy with ragged-red 
fibers) 
MFN2: mitofusina 2 (mitofusin 2) 
MLS: secuencia de localización mitocondrial (mitocondrial localization sequence) 
MME: membrana mitocondrial externa 
MMI: membrana mitocondrial interna 
MOPS: ácido 3-(N-morfolino)propanosulfónico 
mTOR: diana de rapamicina (mechanistic target of rapamycin) 
mTORC1: mechanistic target of rapamycin complex 1 
mTORC2: mechanistic target of rapamycin complex 2 
MYL3: cadena ligera esencial de la miosina (myosin light chain 3)  
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NAD: dinucleótido de nicotinamida y adenina, oxidado 
NADH: dinucleótido de nicotinamida y adenina, reducido 
NDUFA9: NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9 
NDUFB7: NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 7  
NDUFB8: NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8 
NDUFS1: NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit 
NRF2: nuclear factor erythroid 2-related factor 2  
OCR: tasa de consumo de oxígeno (oxygen consumption rate) 
OPA1: optic atrophy protein 1 
OXPHOS: sistema de fosforilación oxidativa (oxidative phosphorylation system) 
P62: sequestosome-1  
PAR: poly [ADP-ribose] 
PARP-1: poly [ADP-ribose] polymerase 1 
PBS: tampón fosfato salino (phosphate buffered saline) 
PCA: análisis por componentes principales (principal component analysis) 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction) 
PGC1α: peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha  
PRDX6: peroxirredoxina 6 (peroxiredoxin 6) 
PVDF: fluoruro de polivinilideno 
ROS: especies reactivas del oxígeno (reactive oxygen species)  
RP-LC-MS/MS: espectrometría de masas por cromatografía reversa en fase líquida 
Rpm: revoluciones por minuto 
RS: retículo sarcoplásmico 
RYR: receptor de rianodina (ryanodine receptor) 
SDHA: succinate dehydrogenase complex, subunit A 
SDHB: succinate dehydrogenase complex, subunit B 
SDS: deodecilsulfato sódico 
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 
Sed: sedentario 
SERCA: sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 
SOD: superóxido dismutasa (superoxide dismutase) 
TBS: tampón tris salino (tris buffered saline) 
TBST: tampón tris salino con tween 20 (tris buffered saline-tween 20) 
TOM20: mitochondrial import receptor subunit TOM20 homolog  
TRX1: tiorredoxina (thioredoxin) 
TUNEL: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick end Labeling 
VDAC1: canal aniónico dependiente de voltaje (voltage-dependent anion-selective channel)  
WB: western blot 
WT: genotipo o fenotipo silvestre (wild type)
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1. La mitocondria. 

Las mitocondrias son orgánulos celulares de origen bacteriano (1), especializados en la producción de 
energía en forma de trifosfato de adenosina (ATP) mediante el proceso de fosforilación oxidativa 
(OXPHOS, oxidative phosphorylation system), y con roles adicionales en multitud de rutas metabólicas 
y biosintéticas. 

1.1. Estructura. 

La mitocondria está formada por dos membranas 
compuestas por una bicapa de fosfolípidos y proteínas: la 
membrana mitocondrial externa (MME), que posee una 
alta permeabilidad a moléculas de pequeño tamaño; y la 
membrana mitocondrial interna (MMI), con una mayor 
proporción de proteínas y mucho menos permeable al paso 
de moléculas. La MMI —en la que se encuentra la 
maquinaria que lleva a cabo el proceso OXPHOS— forma 
una serie de invaginaciones conocidas como crestas, que 
aumentan su superficie e incrementan así la producción de 
ATP (Fig.1). La doble membrana deja dos compartimentos 
bien diferenciados: el espacio entre la MME y la MMI, 
llamado espacio intermembrana; y la matriz mitocondrial 
en el interior de la MMI. Esta última alberga múltiples 
copias del genoma mitocondrial (Fig.1). 

Aunque durante mucho tiempo ha predominado la imagen 
estática de la mitocondria como orgánulo discreto, desde 
hace unos años se ha sustituido por una imagen dinámica, 
en la que las mitocondrias sufren constantes procesos de 
movimiento, fusión y fisión, formando una red 
mitocondrial que cambia en respuesta a diferentes 
estados de la célula (2). Las mitofusinas (MFN1 
[mitofusin-1] y MFN2 [mitofusin-2]) y OPA1 (optic atrophy protein 1) son las principales proteínas 
inductoras del proceso de fusión, mientras que DRP1 (dynamin-1-like protein) lo es del proceso de fisión 
(3).  

1.2. Genética. 

Las mitocondrias poseen su propio genoma. El ADN mitocondrial (ADNmt) humano es una molécula 
circular y bicatenaria de 16569 kilobases que alberga 37 genes (4). Como ocurre en procariotas, el 
ADNmt tiene una alta proporción de genes codificantes, con ausencia de repeticiones y secuencias 
intergénicas (4). Del total de genes, 13 codifican subunidades de los complejos I, III y IV de la cadena 

Figura 1. Partes de una mitocondria. Arriba, 
mitocondria en el microscopio electrónico de 
transmisión; abajo, esquema de una mitocondria. 
MMI: membrana mitocondrial interna; MME: 
membrana mitocondrial externa. 
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transportadora de electrones (CTE) y del complejo ATP sintasa, los cuales constituyen —junto con el 
complejo II, codificado enteramente por el ADN nuclear— el sistema de fosforilación oxidativa. Otros 
22 genes codifican moléculas de ARN de transferencia para el sistema de traducción mitocondrial. Los 
2 genes restantes codifican los ARN ribosómicos 16S y 12S (4). En los últimos años, además de los 37 
genes conocidos, se ha descrito que el ADNmt puede codificar pequeños marcos de lectura abiertos 
(ORF, open reading frame) que se traducen en péptidos con importantes funciones, como son la 
humanina (5),  MOTS-c (mitochondrial open reading frame of the twelve S rRNA-c) (6) y SHLPs (small 
humanin-like peptides) (7).  

1.3. Funciones. 

La mitocondria es considerada el centro de producción de energía de la célula, mediante la generación 
de ATP a través del proceso OXPHOS. Además, desempeña otras funciones esenciales como son la 
biosíntesis de macromoléculas, el mantenimiento de la homeostasis del calcio, la señalización celular 
por especies reactivas del oxígeno (ROS, reactive oxygen species) y la inducción de la apoptosis. Por 
otro lado, el dinamismo de las mitocondrias hace posible su contacto mediante señales con otros 
orgánulos como autofagosomas, lisosomas, retículo endoplásmico y el núcleo, estableciéndose una 
comunicación necesaria para muchas funciones en la célula.  

1.3.1. Ciclo de Krebs y biosíntesis de macromoléculas.  

El ciclo de Krebs, ciclo de los ácidos tricarboxílicos o ciclo del ácido cítrico, tiene lugar en la matriz 
mitocondrial de las células eucariotas. Se trata de una ruta cíclica que comprende una serie de ocho 
reacciones que oxidan el acetil coenzima A (acetil CoA) procedente de diferentes rutas catabólicas 
(glucólisis, β-oxidación de ácidos grasos y desaminación de aminoácidos), produciendo CO2 y los 
cofactores reducidos NADH+H+ y FADH2. Estos últimos confieren el poder reductor que será utilizado 
por la CTE para la generación del potencial de membrana y la consiguiente producción de ATP (8) 
(Fig.2). Este ciclo está regulado mediante interacciones alostéricas a través de la ratio [NAD+]/[NADH] 
y de la concentración de ADP presentes en la mitocondria.  

El ciclo de Krebs constituye una ruta anfibólica ya que, además de llevar a cabo un proceso catabólico, 
algunos de sus intermediarios actúan como precursores para la biosíntesis de otras macromoléculas. Es 
el caso del citrato, que es exportado de la mitocondria mediante el transportador malato/citrato y actúa 
como fuente de carbono para la biosíntesis de ácidos grasos, colesterol y cuerpos cetónicos (9) (Fig.2). 
El succinil coA, junto a la glicina, participa en la síntesis del grupo hemo y otras porfirinas, a partir de 
su conversión en δ-aminolevulinato (ALA) mediante la enzima δ-aminolevulinato sintetasa. El ALA es 
exportado al citosol, donde es transformado en coproporfirinógeno III en una serie de cuatro reacciones, 
para volver a entrar a la mitocondria, en la que tiene lugar otra serie de modificaciones que terminan 
con la inserción del hierro para dar lugar al grupo hemo (10) (Fig.2). A partir de los intermediarios 
oxalacetato y α-cetoglutarato, se sintetizan el aspartato y el glutamato, respectivamente, así como otros 
aminoácidos, mediante transaminación. Algunos de estos aminoácidos suponen una fuente de nitrógeno 
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para numerosas reacciones como la biosíntesis de purinas y pirimidinas (11) (Fig.2). Por otro lado, la 
mitocondria participa en las etapas iniciales la gluconeogénesis, finalizándose el resto del proceso en el 
citosol. La enzima piruvato carboxilasa cataliza la conversión del piruvato en oxalacetato (12). Este 
último puede ser convertido en fosfoenolpiruvato por la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 
mitocondrial o citosólica. A continuación, el fosfoenolpiruvato sigue una serie de reacciones que dan 
lugar finalmente a la glucosa (13) (Fig.2).  

 
Figura 2. Principales reacciones catabólicas, anabólicas y rutas anapleróticas en la mitocondria. En rojo, las rutas 
catabólicas; en azul, los productos del anabolismo; en verde, las principales rutas anapleróticas para la reposición de 
intermediarios del ciclo de Krebs. Iso: isocitrato; α-keto: α-ketoglutarato; Succ: succinato; Fum: fumarato; Mal: malato; OAA: 
oxalacetato; Cit: citrato; ALA: δ-aminolevulinato; ALAs: δ-aminolevulinato sintetasa; Cop: coproporfirinógeno III; PEP: 
fosfoenolpiruvato. 

Dado que todas estas reacciones anabólicas suponen una reducción de los niveles de algunos de los 
intermediarios del ciclo de Krebs, es necesario reponer sus reservas, lo cual tiene lugar mediante una 
serie de reacciones anapleróticas (14) (Fig.2). La carboxilación reversible del piruvato, mediante la 
enzima piruvato carboxilasa, aumenta las reservas de oxalacetato. La enzima malato deshidrogenasa 
cataliza la carboxilación reductora del piruvato para dar malato. Por otro lado, las reacciones de 
transaminación son reacciones reversibles que, además de participar en la síntesis de aminoácidos, 
sirven para producir intermediarios del ciclo de Krebs a partir de ellos. Por ejemplo, el glutamato y el 
aspartato experimentan una transaminación para dar α-cetoglutarato y oxalacetato, respectivamente. La 
enzima glutamato deshidrogenasa proporciona una ruta adicional para la síntesis de α-cetoglutarato a 
partir de glutamato.  
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1.3.2. Fosforilación oxidativa. 

La mayor parte de las células producen energía en forma de ATP, a partir de la oxidación aeróbica de 
nutrientes, mediante el proceso de fosforilación oxidativa. En células de mamíferos, el ATP producido 
mediante OXPHOS representa aproximadamente el 70% del ATP total generado en la célula. El 30% 
restante se produce mayoritariamente en el citosol, a partir de la degradación anaeróbica de nutrientes, 
principalmente mediante el proceso de glucólisis (15).  

La fosforilación oxidativa es llevada a cabo por la CTE y la ATP sintasa (complejo V, CV), situados en 
la MMI. La CTE está compuesta por cuatro complejos multiproteicos: la NADH 
deshidrogenasa:ubiquinona reductasa (complejo I, CI), la succinato:ubiquinona oxidorreductasa 
(complejo II, CII), la ubiquinol:citocromo C oxidorreductasa (complejo III, CIII) y la citocromo C 
oxidasa (complejo IV, CIV); así como dos transportadores móviles de electrones: la coenzima Q (COQ) 
y el citocromo C (CYTC) (Fig.3). Los pares de electrones provenientes de la oxidación del NADH + H+ 
y el FADH2 son transferidos a través de la CTE. Esta transferencia de electrones se produce desde 
donantes a aceptores, mediante una serie de reacciones redox, hasta llegar al oxígeno molecular que, en 
el complejo IV, capta los electrones formando H2O (Fig.3). La energía producida por la transferencia 
de electrones a través de la CTE es utilizada por los complejos I, III y IV para transportar protones (H+) 
desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana. El gradiente electroquímico generado por la 
diferencia en la concentración de H+ a un lado y otro de la membrana almacena una energía potencial 
(potencial de membrana mitocondrial) que es disipada al pasar los H+ a través del CV de nuevo hacia la 
matriz. Este proceso libera energía, que es utilizada por la ATP sintasa para la transformación de 
adenosín difosfato (ADP) en ATP mediante una reacción de fosforilación (Fig.3).  

 

Figura 3. Proceso de fosforilación oxidativa. La cadena transportadora de electrones (formada por los complejos I-IV) y la 
ATP sintasa (CV) se localizan en la membrana mitocondrial interna (MMI) y llevan a cabo el proceso de fosforilación oxidativa. 
Los coenzimas reducidos NADH+H+ y FADH2 se oxidan y transfieren sus electrones a los complejos I y II, respectivamente. 
Éstos transfieren los electrones a la coenzima Q (COQ), cuya forma reducida se los cede al complejo III y éste al citocromo C 
(CYTC). Finalmente, se produce la reducción del O2 a H2O en el complejo IV, al recibir los electrones del CYTC. La 
transferencia de electrones está acoplada a un bombeo de H+ por los complejos I, III y IV desde la matriz al espacio 
intermembrana, generando un gradiente electroquímico que es disipado a través del CV para la generación de ATP, a partir de 
ADP y fosfato inorgánico. Los complejos I y III producen superóxido (O2-) como consecuencia de su actividad, lo que puede 
dar lugar a la formación de otras especies reactivas del oxígeno.  
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En cuanto a la organización de los complejos en la MMI, las evidencias aportadas en los últimos años 
han hecho cambiar de un modelo “líquido” —en el cual los complejos difunden libre e 
independientemente por la MMI, colisionando de forma aleatoria entre ellos para llevar a cabo la 
transferencia de electrones (16)— a un “modelo de plasticidad”. Según este último, los complejos se 
encuentran en un equilibrio dinámico, asociándose entre ellos para formar supercomplejos (17, 18). Esta 
organización supondría una ventaja, ya que permite transferir los electrones con mayor eficacia, con la 
consecuente disminución de la producción de ROS (19). En mamíferos, se han descrito distintas 
combinaciones de supercomplejos: I+III2, III2+IV1-2 y I+III2+IV1-4. Este último recibe el nombre de 
“respirasoma”, ya que contiene todos los componentes necesarios para transferir electrones del NADH 
al O2 (20). El complejo II existe mayoritariamente en forma libre (21), mientras que el complejo V no 
se ha encontrado formando parte de ningún supercomplejo, aunque sí forma homodímeros con funciones 
en la formación de las crestas mitocondriales (22)  

1.3.2.1. Complejo I.  
 

El complejo I lleva a cabo la oxidación del NADH+H+, catalizando la transferencia de electrones a la 
COQ y bombeando 4 H+ al espacio intermembrana por cada par de electrones que transfiere (23). Es el 
componente de mayor tamaño del sistema OXPHOS y el responsable del 40% de la fuerza protón motriz 
(24).  

El CI está formado por 14 subunidades centrales que llevan a cabo la función catalítica y que están 
conservadas desde bacterias hasta mamíferos. Además, existen hasta 31 subunidades accesorias cuyas 
funciones son mayoritariamente desconocidas. Se ha sugerido que alguna de ellas puede tener un papel 
en la formación, regulación o estabilización del complejo (24). Estructuralmente, el CI tiene forma de L 
con dos brazos bien diferenciados: uno hidrofóbico, embebido en la MMI; y uno hidrofílico, que se 
proyecta a la matriz. Funcionalmente, el CI se divide en tres módulos: el módulo N, encargado de aceptar 
los electrones del NADH; el módulo Q, que dona los electrones a la COQ; y el módulo P, cuya función 
es la de bombear H+ al espacio intermembrana (24).  

1.3.3. Señalización mediante especies reactivas del oxígeno. 

Las ROS son un grupo de moléculas derivadas del oxígeno que presentan electrones desapareados en su 
orbital externo, lo que las convierte en agentes oxidantes de otras moléculas. Constituyen un producto 
natural del metabolismo de las células y tienen diversas funciones esenciales en la señalización y la 
homeostasis celular. Sin embargo, en ocasiones se produce un desequilibrio entre la formación de ROS 
y la capacidad de defensa antioxidante, a favor de las primeras, lo que genera una situación de estrés 
oxidativo en la célula (25).  

La CTE es una de las principales fuentes de ROS en la mayor parte de las células de mamíferos. Aunque 
la respiración celular es un proceso altamente eficiente, una pequeña fuga de electrones —
principalmente atribuida a los complejos I y III (26)— conduce a una reducción parcial del O2 por un 
solo electrón para formar superóxido (O2

-). Mientras el complejo I forma O2
- hacia la matriz 
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mitocondrial, el complejo III también lo forma hacia el espacio intermembrana (27) (Fig.3). Además, 
existen otras enzimas que generan O2

- en la mitocondria en menor medida: la piruvato deshidrogenasa, 
la α-cetoglutarato deshidrogenasa, la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y la flavoproteína Q 
transferidora de electrones (28).  

Dos moléculas de O2
- pueden ser 

convertidas en peróxido de hidrógeno 
(H2O2) por las enzimas superóxido 
dismutasa 1 y 2 (SOD1 y SOD2) 
(Fig.4). El H2O2 puede ser convertido 
en radical hidroxilo (OH•) mediante la 
reacción de Fenton, o bien puede ser 
reducido a agua mediante enzimas 
como peroxirredoxinas, glutatión 
peroxidasas o la catalasa (25) (Fig.4).   

El H2O2 es más estable que el resto 
de las ROS. Esto, unido a que tiene 
la capacidad de atravesar 
membranas, le permite actuar como 
segundo mensajero a través de 
diferentes modificaciones redox en 
residuos de cisteína de proteínas. 
Así —ya sea mediante la afectación 
del centro catalítico de las proteínas, 
de sus residuos regulatorios o alterando su capacidad de interacción con otras proteínas—, el H2O2 

constituye una importante molécula señalizadora a múltiples niveles, pudiendo determinar la 
proliferación, la supervivencia o la muerte celular (29).  

Las ROS son, por tanto, esenciales en multitud de procesos fisiológicos tales como el envejecimiento 
(30, 31), la diferenciación celular (32, 33) o la inflamación (28). Sin embargo, algunas situaciones 
alteran la transferencia de electrones a través de los complejos de la CTE, como pueden ser mutaciones 
en alguna de sus subunidades (34), defectos en su ensamblaje (35) o la presencia de elementos 
reguladores de su función como IF1 (ATPase inhibitory factor 1) (36). Esto puede provocar un 
incremento en la producción de ROS, contribuyendo al daño en las mitocondrias y participando en el 
desarrollo de cáncer (37), enfermedades mitocondriales (38) y neurodegenerativas (39). 

1.3.4. Mantenimiento de la homeostasis del calcio. 

En las células, el calcio (Ca2+) es una molécula señalizadora universal y versátil, ya que actúa como 
segundo mensajero en multitud de procesos y es capaz de generar señales en distintas localizaciones y 
momentos. Las mitocondrias tienen un papel muy importante en la regulación de la homeostasis del 

Figura 4. Esquema de la transformación de superóxido mitocondrial. El 
O2- puede ser convertido, bien en H2O2 a través de la SOD, o bien puede 
reaccionar con el NO para formar peroxinitrito (ONOO-). El ONOO- es 
altamente reactivo y puede causar daño oxidativo. El H2O2 puede ser reducido 
a H2O mediante la acción de tres tipos de enzimas: las glutatión peroxidasas 
(GPX-R→GPX-O), que oxidan el glutatión (GSH→GSSG), el cual es 
posteriormente reducido por la glutatión reductasa (GR); las peroxirredoxinas 
(PRX-R→PRX-O), cuya actividad es restaurada mediante la oxidación de la 
tiorredoxina (TRX-R→TRX-O) y ésta, a su vez, se reduce por la acción de la 
tiorredoxina reductasa (TR2); y la catalasa. Además, en presencia de metales, 
el H2O2 puede ser convertido en hidróxido (OH-) y radical hidroxilo (OH•) 
mediante la reacción de Fenton, siendo este último altamente reactivo y 
generador de daño oxidativo. Por último, el H2O2 puede oxidar residuos de 
cisteína de distintas proteínas (Cys-SOH), interviniendo en procesos de 
señalización celular.  
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Ca2+, pudiendo captar grandes cantidades de Ca2+ (de 10 a 20 veces más que los valores citoplasmáticos) 
y modificando así su concentración y capacidad de señalización en el citosol (40).  

La concentración de Ca2+ ([Ca2+]) mitocondrial regula diferentes funciones intrínsecas en el orgánulo 
relacionadas con el metabolismo y la muerte celular. Por ejemplo, un incremento moderado de la [Ca2+] 
mitocondrial puede activar distintas enzimas del ciclo de Krebs, aumentando la síntesis de ATP (41); 
puede inducir la fragmentación de la red mitocondrial mediante la desfosforilación de DRP1 por la 
calcineurina (42); o disminuir el umbral para la apertura del poro de permeabilidad transitoria, 
aumentando la susceptibilidad de la célula a entrar en apoptosis (43). 

1.3.5. Apoptosis.  

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada en respuesta a diferentes estímulos como daño 
en el ADN, falta de nutrientes, hipoxia o radiación ultravioleta, entre otros. Es un proceso altamente 
conservado y regulado, y presenta una serie de eventos que incluyen la externalización de 
fosfatidilserina en la membrana plasmática, la condensación de la cromatina, la fragmentación del ADN 
y una reducción del volumen celular. Finalmente, la célula colapsa y se escinde en múltiples fragmentos 
denominados “cuerpos apoptóticos”, que son eliminados mediante fagocitosis por células vecinas o 
macrófagos (44, 45). Según el punto donde se inicia la apoptosis, ésta se clasifica en dos vías: extrínseca 
e intrínseca. 

1.3.5.1. Vía extrínseca: se induce por moléculas extracelulares (citoquinas pro-apoptóticas o pro-
inflamatorias) que se unen a receptores de la membrana plasmática de la familia de receptores del factor 
de necrosis tumoral, desencadenando una serie de eventos que llevan a activar a las caspasas ejecutoras 
responsables de degradar los componentes (46).  

1.3.5.2. Vía intrínseca: también conocida como vía mitocondrial, está altamente regulada por la familia 
de proteínas BCL-2, entre las cuales hay algunas con función pro-apoptótica y otras con función anti-
apoptótica (47). El evento que marca el punto de inicio de la muerte celular por esta vía es la 
permeabilización de la MME. A partir de ahí, diferentes proteínas mitocondriales —como el CYTC, 
SMAC (diablo homolog, mitochondrial) y OMI (serine protease HTRA2, mitochondrial)— pueden salir 
al citosol y activar a las caspasas (48, 49).  

Aunque la función de las caspasas es clave en el proceso apoptótico, se ha observado que, cuando éstas 
se inhiben, la muerte celular sigue teniendo lugar (50). Existen por tanto proteínas que promueven la 
apoptosis independientemente de la actuación de las caspasas, siendo este proceso menos eficiente y 
más lento que la apoptosis dependiente de caspasas. La endonucleasa G y el factor inductor de apoptosis 
son dos proteínas capaces de migrar desde la mitocondria al núcleo tras un estímulo apoptótico e inducir 
la fragmentación del ADN independiente de caspasas (51, 52).  
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2. Factor inductor de apoptosis.  

El factor inductor de apoptosis (apoptosis inducing factor, AIF) se describió en 1996 como una proteína 
inductora de núcleos apoptóticos en células Hela (53). Actualmente se sabe que AIF —también conocida 
como PCDCD8— está codificada en el gen Aifm1, que se localiza en el cromosoma X; se expresa de 
forma ubicua en mamíferos y su secuencia de aminoácidos se encuentra muy conservada entre el ratón 
y el humano (92% de identidad). Además, presenta una alta homología con otras oxidorreductasas tanto 
de eucariotas como de procariotas (54).  

 

Figura 5. Dominios funcionales y procesamiento de AIF. El precursor de AIF (67 KDa) contiene una secuencia de 
localización mitocondrial (MLS), seguida de un sitio de corte por la peptidasa mitocondrial de la matriz (MPP), una región 
transmembrana (TM), un sitio de corte por calpaínas, dos dominios de unión a FAD flanqueando un dominio de unión a NADH, 
y un dominio C-terminal. El precursor sufre un corte por la MPP y da lugar a la forma madura de AIF (62 KDa), que se ancla 
a la membrana mitocondrial interna (MMI), con los dominios funcionales orientados al espacio intermembrana. Tras un 
estímulo apoptótico, AIF sufre un corte por calpaínas, dando lugar a la forma apoptogénica (57 KDa), que se escinde de la 
MMI y sale al citosol. MME: membrana mitocondrial externa.  

AIF se traduce en el citosol como una proteína precursora de 67 kDa, que contiene una parte N-terminal 
con una secuencia de localización mitocondrial (MLS, mitochondrial localization sequence); una región 
central espaciadora; y una parte C-terminal con dos secuencias de localización nuclear. Este precursor 
es importado a la mitocondria en su forma nativa (54), donde sufre un corte que elimina la región MLS 
y da lugar a una forma madura de 62 kDa, que se ancla a la MMI, con la parte N-terminal situada en la 
matriz y la C-terminal expuesta hacia el espacio intermembrana (55). Tras un estímulo apoptótico, AIF 
sufre otro corte que la escinde de la MMI, dando lugar a una molécula soluble de 57 kDa que sale al 
citosol tras la permeabilización de la MME y migra al núcleo donde promueve la degradación del ADN 
(55) (Fig.5). La estructura cristalina de AIF es similar a la de las enzimas glutatión reductasas (56) y, 
como ellas, presenta tres dominios funcionales: dos de unión al FAD, que flanquean otro de unión al 
NADH; y una región C-terminal (Fig.5). Aunque en la estructura de AIF de ratón no se encuentra ningún 
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dominio típico de unión al ADN, la estructura cristalina de AIF humana (AIFD1-120) demuestra un 
fuerte potencial electrostático positivo, sugiriendo que se une al ADN mediante interacciones 
electrostáticas (57).  

2.1. Funciones. 

2.1.1. Inducción de la apoptosis.  

Tras un estímulo apoptótico, la forma madura de AIF sufre un corte por calpaínas (58), que la escinde 
de la MMI y da lugar a una molécula soluble de 57 kDa localizada en el espacio intermembrana (55). 
Tras la permeabilización de la MME, la forma de AIF de 57 KDa es liberada al citosol, donde puede 
interaccionar con proteínas que determinan su distribución: la proteína de choque térmico de 70 kDa 
(HSP70), que promueve la retención de AIF en el citosol (59);  y la ciclofilina A (CYPA), que facilita 
su redistribución al núcleo (60). Recientemente se ha observado que la interacción de AIF con la 
tiorredoxina (TRX1) reducida en el citosol promueve su interacción con HSP70, lo que la retiene en el 
citosol, promoviendo la supervivencia. Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo, la interacción 
de AIF con la TRX1 oxidada favorece su unión con CYPA y su traslocación al núcleo (61). Una vez en 
el núcleo, el complejo AIF:CYPA recluta a la histona H2AX, formándose un complejo conocido como 
“degradasoma”, el cual se une al ADN y promueve su degradación y la condensación de la cromatina. 
Sin embargo, los mecanismos moleculares mediante los cuales el degradasoma actúa no están totalmente 
dilucidados (62, 63).  

Existen numerosos ejemplos en la literatura que afirman que el mecanismo por el que AIF induce la 
apoptosis es independiente de la acción de las caspasas (64, 65). Sin embargo, también se muestran 
algunos ejemplos en los que AIF se libera de la mitocondria al citosol como consecuencia de la 
activación de caspasas, cuando ésta ocurre antes de la permeabilización de la MME —proceso que se 
da en una pequeña parte de casos (66–68)—.  

En los últimos años se ha descrito el papel que juega AIF en un tipo de muerte celular denominado 
parthanatos, caracterizada por ser dependiente de PARP-1 (Poly [ADP-ribose] polymerase 1) e 
independiente de caspasas. Principalmente como consecuencia de daño en el ADN, PARP-1 se activa y 
provoca la acumulación de polímeros de PAR (Poly [ADP-ribose]). Como consecuencia, se produce 
una reducción de los depósitos de NAD+, causando una caída de los niveles de ATP, lo que da lugar a 
la traslocación de AIF de la mitocondria al núcleo (69). La muerte por parthanatos está involucrada en 
múltiples procesos patológicos, incluyendo infarto de miocardio (70), isquemia cerebral (71), shock 
séptico (72), enfermedades neurodegenerativas (73) y cáncer (74).  

2.1.2. Actividad oxidorreductasa.  

AIF posee actividad NAD(P)H-oxidorreductasa en su dominio N-terminal, e inicialmente se propuso 
que cataliza la transferencia de electrones desde el NAD(P)H al O2, generando superóxido, si bien la 
transferencia de electrones ocurre de una forma muy poco eficiente comparada con otras flavoproteínas 
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(75). Sin embargo, posteriormente otros autores han descrito que, tras la oxidación del NAD(P)H, en 
condiciones en las que hay cofactores reducidos en abundancia, AIF dimeriza y forma complejos de 
transferencia de carga FADH2/NAD(P) muy estables, con funciones en los ciclos redox, en la formación 
de las crestas mitocondriales y en la biogénesis de los complejos de la CTE. Además, dichos complejos 
mostrarían una menor susceptibilidad de corte por calpaína y unión al ADN, que son eventos críticos en 
la inducción de la muerte celular, por lo que podrían actuar como un sensor redox para la célula (75, 
76). No obstante, el papel fisiológico que la actividad oxidorreductasa de AIF posee en mitocondrias 
funcionales aún no es completamente conocido.  

2.1.3. Mantenimiento de la respiración mitocondrial.  

El papel de AIF en la inducción de la apoptosis ha sido el más estudiado desde su descubrimiento. Sin 
embargo, no explicaba el fenotipo observado en células en cultivo carentes de AIF, en las que se 
detectaba un déficit de actividad del CI, así como una menor tasa de consumo de O2 (77, 78). Tampoco 
explicaba la deficiencia de actividad del CI encontrada en el modelo de ratón Harlequin (Hq), el cual 
presenta unos niveles residuales de la proteína AIF del 20% (78). A lo largo de varios años, el déficit de 
CI producido por la deficiencia de AIF se ha confirmado en numerosos estudios realizados en células 
madre embrionarias (77), embriones de ratón (79), músculo esquelético (80, 81), corazón (81), hígado 
(80), cerebro (77), retina (82) y células hematopoyéticas (83). Además, en algunos casos se ha observado 
disfunción de los complejos CIII y CIV asociada a la pérdida de AIF en estos modelos, aunque se trata 
de un efecto menos claro.  

Las evidencias muestran que AIF no forma parte del CI, no se une directamente a él, ni su pérdida afecta 
a la transcripción de subunidades del CI (77). El mecanismo mediante el cual AIF regula la bioenergética 
del sistema OXPHOS no está completamente dilucidado. Recientemente se ha propuesto que AIF 
transfiere equivalentes reducidos a la CTE, manteniendo el pool de NAD+/NADH, pues comparte una 
alta homología con Ndi1, una NADH-ubiquinona oxidorreductasa tipo 2 (NDH-2) de levaduras, que 
cataliza la misma reacción que el CI pero sin bombear H+ desde la matriz al espacio intermembrana 
(84). Otro posible mecanismo que en los últimos años ha cobrado mucha relevancia apunta a que AIF 
participa en el importe y ensamblaje de los complejos de la CTE a través de su interacción con la proteína 
CHCHD4 (mitochondrial intermembrane space import and assembly protein 40), homóloga a la 
proteína Mia40 de levaduras (79, 85). CHCHD4 se localiza en la MMI y controla el importe a la 
mitocondria de una serie de proteínas de pequeño tamaño ricas en cisteínas, que comparten un dominio 
CHCHD (coiled coil-helix1-coiled coil-helix2) y son codificadas por el ADN nuclear. CHCHD4 cataliza 
la oxidación de cisteínas, formando puentes disulfuro transitorios que resultan en el plegamiento y la 
activación de las proteínas, necesarios para poder realizar su función en la mitocondria (86). Se ha 
observado que, mientras la deficiencia en AIF da lugar a un déficit de CHCHD4 en la MMI, no sucede 
lo mismo a la inversa. Además, la sobreexpresión de CHCHD4 rescata la pérdida de subunidades de la 
CTE en varios cultivos celulares deficientes en AIF (79, 85). Todo esto sugiere que AIF es necesario 
para la correcta función de CHCHD4 en el importe de determinadas proteínas a la mitocondria, entre 
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las cuales se encuentran algunas subunidades de los complejos de la CTE. Sin embargo, los mecanismos 
moleculares que regulan esta interacción redox-dependiente no están totalmente dilucidados. 

2.1.4. Posible rol como antioxidante mitocondrial.  

Algunos autores han propuesto que AIF actúa como un antioxidante, en base a que las neuronas 
granulares y los cardiomiocitos del ratón Hq son más susceptibles a la muerte celular por estrés oxidativo 
(87, 88). Otras evidencias en este sentido sugieren que AIF podría tener un papel antioxidante tejido-
específico, ya que la actividad de la SOD y la catalasa en músculo esquelético de este modelo son un 
150% y un 200% respectivamente mayores en comparación al control, fenómeno que no aparece en 
otros tejidos como la retina o el cerebelo (78). Por otro lado, se han estudiado los niveles de ROS en 
células inmortalizadas Hep3B y HeLa con el ARNm de AIF interferido, observando que éstos son 1,5-
2 veces más altos que en las células control, efecto que se revierte mediante el tratamiento con 
antioxidantes (89). Además, en células Hep3B con el ADN mitocondrial deplecionado no se produce un 
aumento de los niveles de ROS, lo que sugiere que la función de AIF es detoxificar las ROS provenientes 
de la CTE y no de otras partes de la célula (89). 

Sin embargo, otros estudios contradicen la afirmación de que AIF actúe como un antioxidante. Por 
ejemplo, se ha demostrado que, en mitocondrias aisladas de cerebro de ratones Hq, la producción de 
ROS es similar a la observada en mitocondrias de animales WT, de lo cual se deduce que AIF no modula 
directamente la liberación de ROS, y que el estrés oxidativo asociado a su déficit es una consecuencia 
de la disfunción mitocondrial (90). En otro estudio llevado a cabo en un modelo de ratón KO total para 
AIF en músculo esquelético e hígado, se observó que los niveles de ROS, catalasa, carboxilación y 
peroxidación lipídicas permanecen inalterados con respecto al WT, por lo que no se atribuyó a AIF 
ningún papel antioxidante (80). Además, se han llevado a cabo estudios en modelos celulares —en las 
líneas HCT116, DLD-1, SW480, MCF-7 y A549 con el ARNm de AIF interferido—, en los que se ha 
comprobado que los niveles de ROS se reducen con respecto a las células control, sugiriendo, por el 
contrario, que la función normal de AIF contribuye a la producción de ROS (91).  

3. Enfermedades mitocondriales. 

Las enfermedades mitocondriales (EM) conforman un grupo de desórdenes genéticos caracterizados por 
la presencia de mitocondrias cuya función OXPHOS se encuentra alterada de forma directa o indirecta. 
En la actualidad se estima que la incidencia del conjunto de las EM es de aproximadamente 1 de cada 
5000 nacimientos, constituyendo el grupo de errores congénitos del metabolismo más numeroso (92). 
Sin embargo, a título individual, cada EM representa en sí misma una enfermedad rara.  

De las aproximadamente 1500 proteínas requeridas para el normal funcionamiento de una mitocondria, 
13 son codificadas por el ADNmt; el resto están codificadas en el ADN nuclear, son traducidas en el 
citoplasma e importadas a la mitocondria. Por lo tanto, las EM pueden estar causadas tanto por 
mutaciones en ADNmt como en el ADN nuclear. Las mutaciones en el ADNmt siguen una herencia 
materna y su patogenicidad depende del tipo de mutación y del número de copias de ADNmt mutadas 
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presentes en cada tejido u órgano. En cambio, las mutaciones en proteínas codificadas por el ADN 
nuclear siguen una herencia mendeliana que puede ser autosómica (dominante o recesiva) o ligada al 
cromosoma sexual X. Las mutaciones en el ADN nuclear pueden afectar al sistema OXPHOS de forma 
directa, así como de manera indirecta mediante defectos en el mantenimiento, la replicación, 
transcripción y traducción del ADNmt; la dinámica mitocondrial; la maquinaria de importe a la 
mitocondria; la integridad de la membrana; y la homeostasis metabólica (93). La deficiencia de CI 
supone alrededor de un 30% del total de diagnósticos, constituyendo así la principal causa de EM, y 
dando lugar a trastornos neurológicos, musculares, acidosis láctica y disfunción en órganos como el 
corazón, hígado y riñón (94).  

3.1. Manifestaciones de las enfermedades mitocondriales.  

Las EM son muy heterogéneas tanto a nivel genético como clínico. Esto se refleja en el hecho de que 
distintas mutaciones pueden dar lugar a una misma EM, así como la misma mutación puede dar lugar a 
diferentes manifestaciones clínicas. Las EM pueden manifestarse a cualquier edad y cursar con un 
amplio abanico de síntomas diferentes. Aunque pueden afectar a cualquier órgano o tejido, normalmente 
se presentan de forma multisistémica, viéndose más afectados aquellos órganos que tienen un mayor 
requerimiento energético (como cerebro, hígado, corazón y músculo esquelético). Todas estas 
características dan lugar a un amplio espectro de presentaciones clínicas que incluyen demencia, ataxia, 
fallo hepático, disfunción renal, ceguera, sordera, miopatía y cardiomiopatía, entre otras. Por su alta 
prevalencia y por la severidad de los síntomas asociados, la afectación del músculo esquelético y el 
corazón representa un importante campo de estudio dentro de las EM.  

3.1.1. Miopatía mitocondrial.  

La miopatía mitocondrial se origina cuando las mitocondrias presentes en las fibras musculares exhiben 
defectos en su función y dinámica. Esto da lugar al mal funcionamiento de la maquinaria contráctil 
muscular y a la acumulación intermiofibrilar y subsarcolemal de mitocondrias, característica que se 
conoce como presencia de “fibras rojo rasgadas” (por su aspecto con la tinción tricrómico de Gomori) 
(95). En la rutina clínica, se realizan biopsias musculares para el diagnóstico de las EM; en ellas es 
habitual observar, mediante microscopía electrónica, mitocondrias subsarcolemales hinchadas y 
alargadas, con crestas irregulares e inclusiones paracristalinas. Otras características que se pueden 
encontrar en los músculos, aunque no son específicas de las EM, son la presencia de fibras atrofiadas o 
hipertrofiadas, núcleos internos en las fibras, un aumento en la cantidad de gotas lipídicas y acumulación 
de colágeno (96). La aparición de los síntomas musculares es muy variable y suele darse de forma 
progresiva; los síntomas más habituales son debilidad muscular, atrofia muscular e intolerancia al 
ejercicio (referida a la aparición de fatiga precoz o desproporcionada ante cualquier actividad física, 
frecuentemente acompañada de dolor y destrucción muscular). A menudo, la debilidad comienza en los 
músculos de los ojos y los párpados, lo que da lugar a oftalmoplejía progresiva y ptosis (97). Además, 
suele aparecer debilidad en otros músculos de la cara y cuello, ocasionando problemas en el habla y en 
la deglución (98). Algunos pacientes pueden presentar debilidad en brazos y piernas lo que, en algunos 
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casos, limita su uso (98). Uno de los síntomas más graves que puede aparecer es debilidad en los 
músculos implicados en la respiración, con la consecuente necesidad de ventilación artificial para 
respirar (98). 

3.1.2. Cardiomiopatía mitocondrial.  

Las manifestaciones cardiacas en las EM pueden ser causadas por defectos estructurales del corazón, 
funcionales, o ambos. Incluyen cardiomiopatía, arritmia, fallo cardiaco, hipertensión pulmonar, 
dilatación de la aorta, derrame pericárdico, enfermedad coronaria y muerte súbita (99, 100). Se estima 
que la frecuencia con la que se desarrolla cardiomiopatía en las EM es de alrededor del 20-25%, y hasta 
del 40% en algunos casos (101). Además, la mortalidad en niños con EM que presentan cardiomiopatía 
es mucho más alta que en aquellos que no la presentan. La forma más común de cardiomiopatía es la 
hipertrófica, que se da en el 40% de los pacientes (101, 102), y en muchos de los casos de deficiencia 
en el CI de la CTE. Por ejemplo, está asociada al síndrome MELAS, producido por mutaciones en genes 
que codifican el ARN transferente mitocondrial; a la deficiencia en coenzima Q10, causada por 
mutaciones en genes implicados en la biosíntesis de la coenzima Q10; o la ataxia de Friedreich, causada 
por defectos en el gen de la frataxina. Otro tipo de cardiomiopatía común en las EM es la dilatada, que 
se da, por ejemplo, en el síndrome de epilepsia mioclónica asociada a fibras rojo rasgadas (MERF), 
causado por mutaciones en genes que codifican el ARN transferente mitocondrial; el síndrome de 
Kearns-Sayre, producido por deleciones en el ADNmt; y el síndrome de Barth, causado por mutaciones 
en el gen de la tafazzina. Otras formas menos frecuentes de cardiomiopatía en las EM son la histiocitoide 
(que también se da en el síndrome MERF), la restrictiva o la asociada con fibroelastosis endocárdica 
(103, 104). El corazón es un órgano con una alta demanda energética; y se ha puesto de manifiesto su 
adaptación para regular el metabolismo en función de los sustratos disponibles para la producción de 
energía, pudiendo pasar de oxidar ácidos grasos preferentemente a oxidar glucosa en condiciones 
patológicas. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales las alteraciones en la utilización de 
sustratos pueden causar cardiomiopatía es aún un tema de intensa investigación (105).  

3.1.3. Deficiencia del factor inductor de apoptosis en humanos. 

Desde el año 2010, se han descubierto numerosas mutaciones patogénicas en el gen Aifm1, con un patrón 
de herencia recesivo ligado al cromosoma X, y asociadas a un fenotipo mitocondrial muy variable en 
cuanto a la sintomatología y la severidad. Entre las diferentes manifestaciones clínicas encontradas en 
distintos pacientes se encuentran encefalomiopatía, neuropatía auditiva familiar y esporádica, disfunción 
neuro-motora severa infantil, leucodistrofia hipomielinizante, ataxia, displasia espondilometafisaria, así 
como atrofia muscular (106). De hecho, esta última se ha relacionado con pérdida muscular, dificultades 
para tragar, insuficiencia respiratoria y oftalmoplejía externa progresiva (107). Además, se ha reportado 
un caso de cardiomiopatía hipertrófica infantil (108). En algunos de estos pacientes se han estudiado los 
niveles de actividad OXPHOS en biopsias musculares (108–112) o fibroblastos (113), observándose 
diferentes disfunciones que afectan a unos u otros complejos de la CTE. Principalmente se ha encontrado 
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un déficit de actividad de los complejos CIV (108–110, 112, 114) y CI (108, 112, 113); y en menor, 
medida, del CIII (109, 113).  

Por otro lado, aunque las mutaciones en AIF han sido mayoritariamente relacionadas con 
mitocondriopatías neurodegenerativas, esta proteína también ejerce un papel importante en el contexto 
de otras enfermedades como el cáncer (115–118).  

3.2. Ratón Harlequin como modelo de enfermedad mitocondrial.  

Uno de los modelos murinos disponibles para el estudio de las EM es el ratón Harlequin. Éste se originó 
de forma espontánea a consecuencia de una inserción viral en el intrón 1 del gen Aifm1. Dicha inserción 
causa una pérdida parcial de AIF, quedando de forma residual aproximadamente un 20% de los niveles 
de ARNm y proteína con respecto al ratón wild type (WT). La deficiencia total de AIF es letal a nivel 
embrionario (119). Sin embargo, los niveles residuales de AIF en el ratón Hq son suficientes para 
generar ratones viables y fértiles. No obstante, tanto los ratones machos hemicigotos como las hembras 
homocigotas para la mutación presentan características típicas de las EM, entre las que destacan una 
neurodegeneración progresiva, ataxia, ceguera por degeneración de la retina, miopatía y un mayor riesgo 
de desarrollar cardiomiopatía (78). La deficiencia de AIF en el ratón Hq está asociada a una disfunción 
OXPHOS que afecta principalmente al CI. Por ello, el ratón Hq es considerado un modelo útil para 
evaluar potenciales aproximaciones terapéuticas para las EM. 

3.2.1. Fenotipo del ratón Harlequin.  

Desde el nacimiento, los ratones Hq presentan un menor tamaño que los ratones WT, siendo esta 
diferencia aún más marcada en la edad adulta (78, 120). Inicialmente, los ratones Hq carecen de pelaje, 
mientras los WT comienzan a desarrollarlo; sin embargo, poco tiempo después se observa un cierto 
desarrollo del pelo de forma parcheada (78, 120). Se ha observado una correlación directamente 
proporcional entre el peso corporal y el porcentaje de superficie corporal cubierta por pelo que presentan 
los ratones Hq, así como una correlación inversamente proporcional entre estos dos parámetros y la 
severidad de la ataxia que desarrollan (78).  

La deficiencia de AIF no afecta con la misma severidad al fenotipo de todos los tejidos en el ratón Hq, 
así como tampoco da lugar a la misma disfunción del sistema OXPHOS, siendo el sistema nervioso el 
tejido más afectado. A los 3 meses de edad se detecta ataxia cerebelosa en la mayoría de los animales 
Hq, la cual va agravándose con el paso del tiempo (78). Además, los ratones Hq desarrollan una 
degeneración de la retina aproximadamente a partir de los 4 meses de edad, lo que les conduce a la 
ceguera (87). El fenotipo del sistema nervioso se correlaciona con una reducción de la actividad del CI 
muy significativa, de aproximadamente el 50% en regiones como cerebelo, tálamo, corteza y nervio 
óptico; y de un 75% en la retina (77, 78). Puesto que el sistema nervioso es el tejido con un fenotipo 
más acusado, la mayoría de los esfuerzos se han invertido en estudiar las bases fisiopatológicas de la 
deficiencia de AIF en cerebro y retina. Por ello, el conocimiento que se tiene sobre el papel de AIF en 
otros tejidos, como corazón y músculo esquelético, es mucho más limitado.  
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El fenotipo cardiaco en el ratón Hq es, a priori, más moderado, pues la actividad del CI es similar a la 
de ratones control (77, 78). Sin embargo, los cardiomiocitos del ratón Hq son más sensibles a sufrir 
muerte celular inducida por estrés oxidativo que los WT (88). Además, tras sufrir un proceso de 
isquemia/reperfusión, los ratones Hq presentan un mayor daño isquémico y un área de infarto más 
grande que los WT. Asimismo, muestran una mayor susceptibilidad de fallo cardiaco por estrés 
biomecánico (88).  

Por otro lado, se ha descrito que la diferencia de tamaño y peso de los ratones Hq se debe a que éstos 
desarrollan atrofia muscular. Aunque el número de fibras permanece inalterado, éstas presentan un 
menor tamaño y una disminución del número de núcleos, así como un cambio de fibras rápidas a fibras 
lentas, tanto en músculos “lentos” como el sóleo, como en músculos “rápidos” como el  EDL (extensor 
digitorum longus) (120). Además, tanto el sóleo como el EDL del ratón Hq presentan un claro retraso 
en el proceso de regeneración muscular tras una inyección con cardiotoxina, comparado con el ratón 
WT (120). Este fenotipo del músculo esquelético en el ratón Hq se corresponde con un déficit de 
actividad del CI de aproximadamente el 30% respecto al ratón control (78).  

Aparte de lo observado en el ratón Hq, en un modelo de ratón KO total para AIF específico de músculo 
esquelético y corazón, se ha detectado el desarrollo de una cardiomiopatía dilatada severa y atrofia 
muscular asociados a un déficit de actividad del CI de hasta un 80% en ambos tejidos, sumado a un 
déficit moderado del CIV en el corazón (81).  

4. Autofagia. 

La autofagia es un proceso catabólico que participa en el reciclaje de componentes celulares, desde 
proteínas hasta orgánulos enteros, al enviarlos a los lisosomas para su degradación. Se trata de un 
proceso altamente regulado con importantes funciones en el mantenimiento de la homeostasis celular, 
que generalmente promueve la supervivencia celular y evita la apoptosis (121). La autofagia puede ser 
no selectiva —cuando engulle aleatoriamente porciones del citosol—, o selectiva, cuando secuestra 
sustratos u orgánulos específicos, como es el caso de la degradación selectiva de mitocondrias o 
mitofagia. El entorno ácido y las hidrolasas presentes en el lisosoma degradan la carga, exportando los 
componentes reciclados al citoplasma para ser utilizados de nuevo en procesos biosintéticos o en la 
generación de energía.  

Atendiendo a la manera en la que la diana a degradar es llevada a los lisosomas, se pueden diferenciar 
tres tipos de autofagia: macroautofagia, cuando la diana es rodeada por una estructura membranosa 
denominada “fagóforo”, que se elonga hasta formar una estructura cerrada de doble membrana conocida 
como “autofagosoma”, para finalmente ser liberada al lisosoma en el que se degrada; microautofagia, 
cuando el lisosoma, a partir de la invaginación de su membrana, engulle directamente una porción de 
citoplasma u orgánulo; y autofagia mediada por chaperonas, en la cual las chaperonas dirigen hacia los 
lisosomas únicamente a aquellas proteínas que contienen un motivo peptídico concreto (motivo 
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KFERQ) (122). De los tres tipos de autofagia, la macroautofagia es la mejor estudiada hasta la fecha y 
a partir de ahora se hará referencia a ella en esta memoria como autofagia. 

En respuesta al tipo de estrés ambiental inductor de la autofagia, ésta puede ser regulada a través de dos 
rutas: dependiente o independiente de mTOR (mechanistic target of rapamycin).  

4.1. Regulación dependiente de mTOR.  

mTOR está constituido por dos complejos multiproteicos: mTORC1 (mechanistic target of rapamycin 
complex 1) y mTORC2 (mechanistic target of rapamycin complex 2). En condiciones normales, 
mTORC1 actúa como un regulador del crecimiento y la proliferación celular, promoviendo rutas 
anabólicas que incluyen biosíntesis de proteínas, lípidos y orgánulos; así como limitando procesos 
catabólicos como la autofagia. Por otro lado, mTORC2 regula principalmente la estructura del 
citoesqueleto y la supervivencia celular (123).  

En células de mamíferos, la generación del autofagosoma comienza con la formación del fagóforo, que 
es inducida por un complejo compuesto por las proteínas ULK1/ULK2 (unc-51-like kinase 1/2), ATG13 
(autophagy-related protein 13), RB1CC1 (RB1-inducible coiled-coil protein 1) y C12orf44 
(Chromosome 12 open reading frame) (44). En condiciones normales, mTORC1 se asocia con este 
complejo y —mediante la fosforilación de ULK1 (en su residuo S757) y de ATG13— evita que se una 
a él la AMPK (5'-AMP-activated protein kinase catalytic subunit alpha-2) (124). Sin embargo, en 
condiciones de escasez de nutrientes, mTORC1 es inhibido y se disocia del complejo, de manera que se 
desfosforilan parcialmente estas proteínas, a la vez que AMPK se une y fosforila a ULK1 (en su residuo 
S555), induciendo la autofagia (124). El complejo ULK, así activado, recluta a otro complejo formado 
por las proteínas PIK3C3 (phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3), beclin1 y PIK3R4 
(phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4) (125). Este complejo produce fosfatidilinositol-3-
fosfato (PI3P), que es esencial para reclutar otras proteínas con motivos de unión a este fosfoinosítido 
(122). Algunas de ellas forman parte del complejo ATG12-ATG5-ATG16L (Autophagy-related 12, 5 
and 16L), que facilita la unión covalente de LC3-I (microtubule-associated protein 1 light chain 3) al 
grupo amino del fosfolípido de membrana fosfatidiletanolamina (formándose LC3-II). Así, LC3-II se 
asocia con el fagóforo y participa en su elongación (mediante la incorporación de lípidos) y su cierre 
para formar el autofagosoma (122). Finalmente, el autofagosoma se dirige hacia el lisosoma y se fusiona 
con él, formando el autolisosoma, donde la carga es digerida (122) (Fig.6).  

4.2. Regulación independiente de mTOR.  
Existen varios mecanismos que regulan la autofagia que no son dependientes de la acción de mTOR. Es 
el caso de AMPK, uno de los mayores sensores de energía en la célula. AMPK detecta los niveles de 
AMP/ATP y regula una gran variedad de procesos, incluyendo la autofagia. Un bajo nivel de energía en 
la célula activa a AMPK, que puede inhibir al complejo mTORC1 o directamente fosforilar y activar a 
ULK1, activando la autofagia (122). También se ha visto que las ROS pueden activar a algunos 
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reguladores de la autofagia. Por ejemplo, en condiciones de falta de nutrientes, las ROS pueden oxidar 
residuos de cisteínas de la AMPK, aumentando así su actividad (126) (Fig.6).  

 

Figura 6. Esquema representativo del mecanismo de autofagia. Un descenso de los niveles de ATP, un incremento en la 
[Ca2+] citosólica o de las ROS pueden activar a la AMPK. Ésta, mediante la inhibición de mTORC1 o directamente fosforilando 
a ULK1, desencadena la formación del fagóforo, proceso en el que intervienen distintos complejos proteicos. Una vez rodeada 
la carga, el autofagosoma se fusiona con un lisosoma, formándose el autolisosoma, donde la carga será degradada por las 
hidrolasas del lisosoma. Los productos de la degradación son utilizados por la célula en procesos biosintéticos o en la 
generación de energía. PE: fosfatidiletanolamina; aa: aminoácidos; AG: ácidos grasos; NTs: nucleótidos.  

Por otro lado, se han descrito numerosos casos en los que variaciones en la [Ca2+] celular regulan los 
niveles de autofagia. Por ejemplo, se ha observado que un incremento en la [Ca2+] citosólica producida 
por estrés del RE causa la activación de AMPK a través de la CAMKK2 (calcium/ calmodulin-
dependent protein kinase kinase 2), induciendo así la autofagia (127). También se ha visto que el Ca2+ 
puede inducir la autofagia vía WIPI1 (WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 1), 
mediante una ruta alternativa que activa la CAMKKI (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase I) 
y sin activar a AMPK (128) (Fig.6).   

4.3. Autofagia en las enfermedades mitocondriales.  

En condiciones fisiológicas, se dan unos niveles basales de autofagia que contribuyen al mantenimiento 
de la homeostasis celular. No obstante, en situaciones de estrés celular como falta de nutrientes o de 
ATP, puede darse una activación de la autofagia que tiene como consecuencia la degradación de 
proteínas u orgánulos disfuncionales, así como la generación de energía (129). En los músculos 
estriados, se ha demostrado que un nivel adecuado de autofagia es esencial para mantener la masa 
muscular y una correcta fisiología del músculo esquelético (130, 131) y cardíaco (132, 133). Sin 
embargo, una desregulación de la autofagia, ya sea por una disminución de los niveles requeridos o por 
una sobre activación de la misma, puede conducir a la muerte celular. En este sentido, también se han 
descrito numerosos casos en los que la desregulación de la autofagia puede favorecer el desarrollo de 
miopatía en músculo esquelético (134) y en corazón (135).  
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En los últimos años, en diversos modelos de EM se ha descrito una acumulación de marcadores de 
autofagia, que podría deberse tanto a la activación de la vía —como mecanismo de compensación para 
obtener energía, y de eliminación de mitocondrias disfuncionales— como a un fallo secundario en el 
flujo autofágico. Por ejemplo, se ha observado un incremento en la eliminación de mitocondrias 
mediante mitofagia en las fibras musculares de un modelo de ratón con una mutación en la helicasa 
mitocondrial Twinkle (136), y un aumento de autofagosomas en el nervio óptico de un modelo de ratón 
con mutación en OPA1 (137). Tanto en modelos celulares de cíbridos transmitocondriales  como en 
fibroblastos, se ha descrito un aumento de la mitofagia y una acumulación de marcadores autofágicos 
por un flujo interrumpido (138, 139). Además, existen numerosos trabajos en los que se muestra la 
acumulación de marcadores autofágicos, entre los que se encuentra un estudio realizado por nuestro 
grupo en fibroblastos de distintos pacientes con EM (140–146). Estas evidencias sugieren que las 
alteraciones de la autofagia pueden jugar un papel en la fisiopatología muscular de las EM y, por ello, 
su regulación constituye una nueva diana terapéutica para abordar nuevos tratamientos. Por ejemplo, se 
ha demostrado que la inhibición de mTOR mediante la administración de rapamicina a ratones modelo 
del síndrome de Leigh retrasa la aparición y el desarrollo de los síntomas neurológicos y extiende la 
esperanza de vida (147).  

5. Entrenamiento físico como terapia.  

5.1. Beneficios del entrenamiento en la población general.  

Actualmente existen muchas evidencias sobre los beneficios de la actividad física en la salud. El 
ejercicio físico realizado de forma rutinaria ha sido asociado con la reducción del riesgo de mortalidad 
prematura, así como con la prevención de al menos 25 tipos de enfermedades crónicas (148), entre las 
que se incluyen enfermedades cardiovasculares, desórdenes musculo esqueléticos, diabetes o cáncer 
(149). Por ejemplo, se ha visto que el ejercicio atenúa el proceso de enfermedad coronaria, disminuyendo 
la probabilidad de re-infarto y la mortalidad por causas cardíacas (150). Se ha observado que el ejercicio 
incrementa el aporte de oxígeno al corazón; reduce la fibrosis del miocardio, la producción de ROS y la 
apoptosis de los cardiomiocitos; promueve la angiogénesis y mejora la funcionalidad y supervivencia 
de los cardiomiocitos (151). Por otro lado, en el músculo esquelético, el ejercicio físico da lugar a un 
aumento en la fuerza, como consecuencia de la hipertrofia muscular generada, lo cual tiene 
implicaciones positivas en la percepción de la salud, especialmente en pacientes con sarcopenia, 
miopatía, intolerancia al ejercicio o desórdenes de movilidad (152). Se ha observado que, en respuesta 
al ejercicio, el músculo esquelético es capaz de producir un incremento del número de mitocondrias, 
facilitando la rápida generación de ATP (153), así como un incremento del número de transportadores 
de glucosa que facilita la entrada de glucosa a la célula (154).  

5.2. Efectos del entrenamiento en la autofagia.  

Durante el ejercicio físico se produce un desbalance de energía que induce una remodelación celular 
para intentar satisfacer el requerimiento energético. Además, las mitocondrias ineficientes y las 
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proteínas dañadas u oxidadas deben ser recicladas para permitir la síntesis de nuevos orgánulos y 
proteínas, mejorando así el funcionamiento de la maquinaria contráctil. En este sentido, cada vez más 
estudios demuestran que la autofagia tiene un papel clave en las adaptaciones del músculo esquelético 
al ejercicio. Así, el estrés celular que genera el ejercicio da lugar a alteraciones en los niveles de 
mensajeros como el Ca2+, el AMP, el NAD+ y las ROS, capaces de activar la autofagia para restaurar la 
homeostasis (155). Un desequilibrio en los niveles de autofagia, tanto por déficit como por exceso, puede 
dar lugar a una disfunción muscular y a la aparición de enfermedades degenerativas y distrofia muscular 
(156, 157).  Por otro lado, se ha demostrado que el ejercicio físico es capaz de restaurar unos niveles 
adecuados de autofagia en el corazón, promoviendo la supervivencia de los cardiomiocitos y la función 
cardiaca, y ejerciendo de esta manera un efecto terapéutico sobre la enfermedad cardiaca (158, 159). 
Los efectos beneficiosos del ejercicio sobre la autofagia en el corazón pueden deberse tanto a un 
aumento de los niveles de autofagia basal (160) como a un efecto inhibitorio sobre ésta en aquellas 
enfermedades cardiovasculares en las que existe un exceso de autofagia (161). Sin embargo, también es 
necesario tener en cuenta que la práctica excesiva de ejercicio puede incrementar los niveles de autofagia 
hasta el punto de ejercer un efecto nocivo sobre los cardiomiocitos (162).  

5.3. Efectos del entrenamiento en las enfermedades mitocondriales.   

Actualmente no existe una cura efectiva para la mayoría de las EM. Los tratamientos disponibles están 
destinados a paliar los síntomas y mejorar la calidad de vida de los pacientes (163). El ejercicio físico 
es uno de los tratamientos que desde hace unos años está cobrando cada vez más fuerza, aplicándose de 
forma coadyuvante para atenuar algunas de las manifestaciones clínicas de las EM (164). Los pacientes 
con miopatías de origen mitocondrial a menudo presentan intolerancia al ejercicio, que se manifiesta 
con síntomas como taquicardia y disnea a intensidades bajas, causados por la incapacidad de los 
músculos para utilizar el oxígeno que les llega (165). A pesar de esta condición, en los últimos años 
numerosos estudios han demostrado que el músculo mantiene una capacidad plástica que le permite 
adaptarse al entrenamiento. Así, programas de entrenamiento moderado —tanto de resistencia (166–
168) como de fuerza (169, 170) y combinados (171)— han demostrado aumentar la biogénesis y la 
funcionalidad de las mitocondrias de miocitos de pacientes con EM, mejorando la capacidad oxidativa 
de los músculos, la tolerancia al ejercicio y la calidad de vida de los pacientes. Recientemente, nuestro 
grupo de investigación ha estudiado los efectos que tiene sobre pacientes con EM un innovador 
programa combinado de entrenamiento de resistencia, fuerza y de los músculos respiratorios, aplicado 
durante 8 semanas (172). Los resultados han mostrado numerosas mejoras en diferentes indicadores de 
la capacidad física, incluyendo la capacidad aeróbica, la fuerza muscular, la potencia de los músculos 
respiratorios y la capacidad para realizar actividades de la vida diaria y la propia percepción de la salud 
general. Además, se ha observado un cambio en la composición corporal, hacia un incremento de masa 
muscular y una reducción de masa grasa (172). Por otro lado, nuestro grupo ha estudiado los efectos de 
un programa de entrenamiento combinado de resistencia y fuerza en el ratón Hq, observando una mejora 
significativa en la capacidad aeróbica y en la fuerza muscular, junto a un incremento en los niveles de 
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PGC1α [peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha] y la actividad de los 
complejos OXPHOS en músculo esquelético (173).  

Pese a los numerosos beneficios que el ejercicio físico produce en los pacientes con EM, las bases 
moleculares que los explican son, en su mayoría, desconocidas. Algunos estudios realizados en pacientes 
con miopatía mitocondrial indican que el entrenamiento induce un incremento de la capacidad oxidativa 
residual del músculo por aumento del contenido mitocondrial y de la actividad de los complejos de la 
CTE (166, 167, 174). Aunque alguno de los trabajos ha atribuido las mejoras funcionales a descensos 
en el porcentaje de heteroplasmia (175), otros estudios han demostrado ausencia de cambio en esta 
variable (166, 169, 174). Por otro lado, hay investigaciones que han señalado la atenuación del estrés 
oxidativo por efecto del entrenamiento como mecanismo positivo de adaptación (176). En animales, se 
han llevado a cabo algunos estudios en ratones con deficiencia en el CIV (177) o en ratones deficientes 
en la polimerasa gamma mitocondrial (178), en los que se ha mostrado cómo un programa de 
entrenamiento de resistencia incrementa los niveles de PGC1α, la masa mitocondrial y la capacidad 
OXPHOS, asociados a una menor producción de ROS. Por otro lado, hasta ahora, pese a la acumulación 
de marcadores de autofagia en los músculos esqueléticos de pacientes con EM, apenas se ha estudiado 
si el entrenamiento puede contribuir a mejorar la regulación de la autofagia en estas patologías.  

Los efectos del entrenamiento a nivel cardíaco en las EM han sido mucho menos estudiados. Hasta la 
fecha, un estudio ha analizado la respuesta cardiaca al entrenamiento en pacientes con el síndrome 
MELAS, indicando que los pacientes tenían la misma capacidad cardiaca de adaptación que los 
individuos sanos, y que las limitaciones funcionales se deben principalmente a la limitación muscular y 
a un aumento del tono simpático sobre el sistema cardiovascular (179). Asimismo, métodos de 
simulación matemática han revelado que, en comparación con el corazón, la mayor vulnerabilidad del 
músculo esquelético al fallo OXPHOS en situaciones de aumento de la demanda de ATP podría ser 
debida a una mayor acumulación de fosfato inorgánico citosólico (180). No obstante, puesto que el 
entrenamiento ha demostrado efectos beneficiosos en pacientes con miopatía mitocondrial, es también 
relevante extender el análisis de su utilidad y seguridad en casos de cardiomiopatía mitocondrial.  
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El corazón y el músculo esquelético son tejidos con una alta demanda energética, lo que los lleva a sufrir 
afectaciones severas en las enfermedades mitocondriales. Actualmente se desconocen gran parte de los 
efectos que la deficiencia de AIF produce en estos tejidos, así como su momento de aparición y 
evolución a lo largo de la vida. Por otro lado, se ha comprobado que el ejercicio físico moderado en 
pacientes con enfermedad mitocondrial mejora la funcionalidad de las mitocondrias de los miocitos, 
aumentando la capacidad oxidativa de los músculos, y mejorando así la tolerancia al ejercicio y la 
calidad de vida de los pacientes. 

Con estos precedentes, en esta tesis doctoral se han propuesto dos objetivos principales: 

Objetivo 1: estudiar las bases fisiopatológicas que subyacen al fenotipo causado por la deficiencia 
de AIF, tanto en corazón como en músculo esquelético del ratón Harlequin. 

Objetivo 2: estudiar los efectos, a nivel molecular, que un programa de entrenamiento combinado 
de resistencia y fuerza produce en el corazón y el músculo esquelético del ratón Harlequin. 

 



 

 
 

 

 

 

 
MATERIALES Y 

MÉTODOS 



Materiales y métodos 

67 
 

 

1. Materiales. 

1.1. Reactivos, tampones, medios de cultivo, kits y softwares.  

Todos los reactivos, tampones, medios de cultivo y kits empleados en la presente tesis doctoral fueron 
de grado analítico y adecuados para las técnicas de biología molecular y celular correspondientes. La 
composición específica de las soluciones se detalla a lo largo de los métodos descritos en las siguientes 
páginas. A continuación, se especifica la casa comercial y el país de origen en los que fueron adquiridos 
los distintos productos.  

Tabla 1. Productos, software y equipos. 

Producto Casa comercial Lugar de origen 
Azida sódica Sigma-Aldrich Missouri 

Azul de tripano Bio-Rad California 

Biochrom 30+ Biochrom Ltd Reino Unido 

Catalase Colorimetric Activity Kit Arbor Assays Michigan 

Chemidoc MP Imaging System Bio-Rad California 

Colagenasa tipo II Worthington Nueva Jersey 

Contador automático de células Bio-Rad California 

Coomassie Brilliant Blue G-250 Thermo Scientific Massachusetts 

Criterion™ Cell Bio-Rad California 

Dako Fluorescent Mounting Medium Agilent Massachusetts 

Deoxinucleótidos trifosfato Nzytech Portugal 

Detodecilsulfato sódico Bio-Rad California 

Digitonina Merck Alemania 

Dimetil sulfóxido Sigma-Aldrich Missouri 

DMEM for Primary Cell Isolation Thermo Scientific Massachusetts 

ECL CheLuminate-HRP PicoDetect PanReac Alemania 

ECL SuperSignal™ West Femto Thermo Scientific Massachusetts 

Electrodos CS-420 Cibertec España 

Epoch Microplate Spectrophotometer BioTek Vermont 

Factor de crecimiento de cardiomiocitos Thermo Scientific Massachusetts 

Fluo-3AM Invitrogen Massachusetts 

Formalina Q-Path® VWR Chemicals Pensilvania 

Fosfoenolpiruvato Sigma-Aldrich Missouri 

GraphPad Software  California 

Grip Strength Meter Harvard Apparatus, Panlab España 

HBSS Thermo Scientific Massachusetts 

Hidroxicloroquina Sigma-Aldrich Missouri 

ImageJ Rasband W.S, Bethesda Maryland 

ImageScanner III GE Healthcare Reino Unido 



Materiales y métodos 

68 
 

 

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein Sigma-Aldrich Missouri 

Inhibidores de proteasas y fosfatasas Roche Diagnostics 
Corporation Indianapolis 

iTRAQ® Reagents Multiplex Kit Applied Biosystems Massachusetts 

Kit Micro BCA Protein Assay Thermo Scientific Massachusetts 

Lactato deshidrogenasa Sigma-Aldrich Missouri 

Leupeptina Sigma-Aldrich Missouri 

LTQ-Orbitrap-Velos-Pro Thermo Scientific Massachusetts 

Membranas de fluoruro de polivinilideno Millipore Massachusetts 

MgCl2 (PCR) Bioline Reino Unido 

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad California 

Mitochondria Isolation Kit for Tissue Abcam Reino Unido 

MitoStress Test Agilent Massachusetts 

MOPS Sigma-Aldrich Missouri 

NADH Roche Diagnostics 
Corporation Indianapolis 

Neocuproina Sigma-Aldrich Missouri 

N-etil-maleimida Thermo Scientific Massachusetts 

Nitroazul de tetrazolio Sigma-Aldrich Missouri 

Oligonucleótidos Integrated DNA 
Technologies Iowa 

OxiSelect™ Total Antioxidant Capacity 
(TAC) Assay Kit Cells Biolabs California 

PEAKS Studio X+ Bioinformatics Solutions Inc Canada 

Piruvato kinasa Sigma-Aldrich Missouri 

Placas Lab-Tek 4 pocillos Ibidi Alemania 

Placas XFp Agilent Massachusetts 

Poliacrilamida Invitrogen California 

Primary Cardiomyocyte Isolation Kit Thermo Scientific Massachusetts 

Proteome Discoverer 1.4 Thermo Scientific Massachusetts 

Puntas de pipeta OMIX C18 Agilent Technologies California 

QG Sample Processing Kit Invitrogen Massachusetts 

QuantiGene Plex Gene Expression Assay Invitrogen Massachusetts 

Resina Epoxi TAAB 812 Sigma-Aldrich Missouri 

Rotarod Letica Scientific 
Instruments, Panlab España 

Seahorse XF Base Medium Agilent Massachusetts 

Software IDL® Research Systems Colorado 

Tampón Laemmli Bio-Rad California 

Tampón reacción 10X (PCR) Bioline Reino Unido 

Tampón tris-glicina/SDS Thermo Scientific Massachusetts 

Tapiz rodante Harvard Apparatus, Panlab España 

Tapsigargina Sigma-Aldrich Missouri 

Taq polimerasa Applied Biosystems California 
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Termociclador ThermalCycler Verity Applied Biosystems California 

TMT sixplex Isobaric Mass Tagging Kit Thermo Scientific Massachusetts 

Tripsina Promega Wisconsin 

Ultramicrotomo Ultracut UCT Leica Alemania 

XFp Extracellular Flux Analyzer Agilent Massachusetts 

Se indican la casa comercial y el lugar de origen de cada producto o software.  

1.2. Anticuerpos. 

En las tablas 2 y 3 se especifican los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para las técnicas de 
western blot, blue native e inmunofluorescencia.  

Tabla 2. Anticuerpos primarios.  

Anticuerpo primario Referencia Dilución 
(WB o BN) 

Dilución 
(IMF) 

8-OHdG Santa Cruz sc-66036  1/50 

AIF Abcam ab32516 1/2000 1/500 

AMPK total Cell Signalling #5832 1/1000  

Anexina A3 ProteinTech 11804-1-AP 1/1000 1/100 

Anexina A5 GeneTex GTX103250 1/20000  

ATG16L MBL PM040B 1/1000  

ATP5A Abcam ab14748 1/5000 1/500 

Beclin1 MBL PD017 1/1000  

Caspasa 3 Cell Signalling #9662 1/1000  

Catalasa Sigma C0979 1/1000  

Catepsina B Cell Signalling #31718 1/1000  

CHCHD4 ProteinTech 21090-1-AP 1/1000  

Citrato sintasa Abcam ab96600 1/1000  

CORE2 Abcam ab14745 1/1000  

COX5A Abcam ab110262 1/1000  

COXI Abcam ab 14705 1/500  

FKBP12 Abcam ab24373 1/1000  

Hemoglobina-β PAD098Mu01 1/1000  

HSP60 Abcam ab59457 1/20000  

LAMP1 DSHB 1D4B 1/1000  

LC3B Sigma L7543 1/2000 1/1000 

MFN2 Abnova H00009927-M03 1/1000  

MYL3 ProteinTech 10913-1-AP 1/2000  

NDUFA9 Abcam ab14713 1/1000  

NDUFB7 ProteinTech 14912-1-AP 1/1000  

NDUFB8 Abcam ab110242 1/1000  

NDUFS1 GeneTex GTX113787 1/1000  
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OPA1 Beckton Dickinson 612606 1/1000  

OXPHOS cocktail Abcam ab110413 1/250  

P62 Abcam ab109012 1/5000  

pAMPK (Thr172) Cell Signalling #2535 1/1000  

pmTOR (Ser2448) Cell Signaling #5536 1/1000  

Polímeros de PAR Abcam ab14459 1/500  

PRDX6 GeneTex GTX115262 1/1000  

Proteasoma 26 S Abcam ab140675 1/1000  

pRYR2 (S2814) Badrilla A010-31 1/5000  

RYR1 Abcam ab2868 1/5000  

RYR2 Thermofisher MA3-916 1/1000  

SDHA Abcam ab14715 1/10000  

SDHB Abcam ab14714 1/1000  

SERCA2 Abcam ab2861 1/1000  

SOD1 Enzo ADI-SOD-100 1/1000  

SOD2 Millipore 06-984 1/1000  

TOM20 Proteintech 11802-1-AP 1/10000  

Troponina C1 Proteintech 13504-1-AP 1/2000  

Troponina I Proteintech 21652-1-AP 1/2000  

VDAC1 Abcam ab14734 1/2000  
 

Abreviatura del antígeno que reconoce cada anticuerpo primario utilizado, casa comercial, referencia del producto y dilución 
empleada para las técnicas de western blot (WB), blue native (BN) e inmunofluorescencia (IMF).  
 
Tabla 3. Anticuerpos secundarios. 

Anticuerpo secundario Referencia Dilución 
(WB y BN) 

Dilución 
(IMF) 

Goat anti-mouse IgG2b-
TexasRED 

Southern Biotech 
1090-07 

 1/500 

Goat anti-mouse-Px IgG Invitrogen G21040 1/2000  

Goat anti-rabbit-Alexa 488 Fisher A11008  1/500 

Goat anti-rabbit-Px IgG Invitrogen G21234 1/2000  

Goat anti-rat-Px IgG Sigma A9057 1/3000  

Rat anti-mouse Ig HRP Quimigen 18-8817-33 1/2000  

Anticuerpo secundario utilizado, casa comercial, referencia del producto y dilución empleada para las técnicas de western blot 
(WB), blue native (BN) e inmunofluorescencia (IMF).  
 

1.3. Modelo animal. 

Los estudios de esta tesis doctoral se realizaron con ratones macho Harlequin (Hq/Y, B6CBACa Aw-
J/A-Aifm1Hq/J) como modelo de enfermedad mitocondrial, y ratones macho de la cepa B6CBACa Aw-
J/A como controles sanos (wild type, WT).  
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Se llevaron a cabo dos estudios, realizados de forma independiente y con distintos grupos de ratones. 
Por un lado, se estudiaron los efectos de una intervención con entrenamiento (detallada más adelante) 
sobre las variables que caracterizan la enfermedad mitocondrial en los músculos estriados del ratón Hq. 
Para ello, se adquirieron un total de 44 ratones de 6-8 semanas de edad, procedentes del Jackson 
Laboratory (Bar Harbor, Maine), y se establecieron 4 grupos experimentales: WT sedentarios (WT Sed; 
n=12), WT entrenados (WT Ent; n=11), Hq sedentarios (Hq Sed; n=11) y Hq entrenados (Hq Ent; n=10).  
Por otro lado, se estudió la evolución temporal causada por la deficiencia de AIF en músculo cardiaco 
y esquelético del ratón Hq, para lo que se recibieron del Jackson Laboratory ratones macho WT 
(B6CBACa Aw-J/A) y hembras heterocigotas (X/Hq, B6CBACa Aw-J/A-Aifm1Hq/J) de 6-8 semanas 
de edad, los cuales fueron cruzados entre sí para la obtención de la descendencia necesaria con la que 
realizar los análisis a diferentes edades. A partir de la descendencia (generaciones F1 y F2), se fueron 
asignando de forma aleatoria ratones macho Hq y WT a tres grupos correspondientes a 2, 3 y 6 meses 
—según la edad a la que serían sacrificados—. Así, se establecieron 6 grupos experimentales, con 8-12 
ratones en cada uno: WT 2 meses, Hq 2 meses, WT 3 meses, Hq 3 meses, WT 6 meses y Hq 6 meses.  
 

Los ratones se mantuvieron en el animalario del Hospital 12 de Octubre en condiciones controladas de 
temperatura (21ºC), humedad (60%) y ventilación, así como con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, 
y acceso a comida y agua ad libitum.  

2. Métodos. 

2.1. Procedimientos con ratones. 

Todos los experimentos realizados con ratones fueron previamente aprobados por los Comités de Ética 
y Bienestar Animal del Hospital 12 de Octubre, de la Universidad Autónoma de Madrid y de la 
Comunidad de Madrid. Asimismo, fueron autorizados y realizados según la legislación para la 
protección de animales de investigación, tanto europea (Convención Europea para la Protección de los 
Animales Vertebrados ETS123) como española (32/2007 y R.D. 1201/2005). El código de permiso para 
el estudio de los efectos del entrenamiento fue el PROEX111/15; el código de permiso para el estudio 
de la evolución temporal fue el CEI85-1567-A248.  

2.1.1. Genotipado del gen Aifm1. 

Para el genotipado de los ratones, se realizó una extracción de ADN a partir de un fragmento de cola. 
Éste se troceó en pequeños pedazos y se homogeneizó en una solución de NaOH 25 mM y ácido 
etilenodiaminatetraacético (EDTA) 0,2 mM estéril. Se calentó la mezcla durante 30 minutos a 95ºC y 
en agitación. Finalmente, se añadió TRIS-HCl 40 mM estéril y se centrifugó durante 3 minutos a 1500 
x g para obtener el sobrenadante con el ADN.  

Una vez aislado el ADN, se llevó a cabo la determinación de la presencia o ausencia de la inserción viral 
en el gen Aifm1 mediante la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), para lo que se 
utilizaron los oligonucleótidos diseñados por Klein et al. (87): dos oligonucleótidos para el intrón 1 de 



Materiales y métodos 

72 
 

 

Aifm1 (5´-AGTGTCCAGTCAAAGTACCGGG-3´ para el forward; 5´-
CTATGCCCTTCTCCATGTAGTT-3´ para el reverse) y un oligonucleótido para la inserción viral (5´-
CCAGAAACTGTCTCAAGGTTCC-3´). Para cada muestra, se preparó una mezcla de reacción con los 
siguientes reactivos: 6,4 µl de H2O destilada estéril; 2 µl de tampón de reacción 10X; 0,8 µl de MgCl2 
50 mM; 0,6 µl de dimetil sulfóxido; 4 µl de deoxinucleótidos trifosfato 10 mM; 2 µl de cada 
oligonucleótido 20 μM; 2 μl de ADN; y 0,2 µl de Taq polimerasa 5 U/μl. Se utilizó un termociclador 

modelo ThermalCycler Verity y se programaron las siguientes condiciones: 2 minutos a 94ºC, 35 ciclos 
(30 segundos a 94ºC, 1 minuto a 62ºC y un minuto a 72ºC) y 2 minutos a 72ºC. Por último, con las 
muestras obtenidas tras la PCR se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1% para la 
detección de las bandas correspondientes al alelo WT y/o Hq.  

2.1.2. Evaluación del fenotipo. 

Con el fin de registrar, tanto el momento de aparición, como la intensidad de los diferentes rasgos 
fenotípicos causados por la enfermedad, todos los ratones Hq de ambos grupos de estudio fueron 
evaluados funcionalmente a lo largo del tiempo.  

 
Figura 7. Esquemas representativos de los tiempos a los que se llevaron a cabo los estudios. (A) Estudio de los efectos 
de la intervención con un programa de entrenamiento. (B) y estudio de la evolución temporal de la enfermedad causada por la 
deficiencia de AIF.  

En el caso del estudio de los efectos del entrenamiento, la evaluación del fenotipo de los ratones Hq se 
realizó antes de la intervención. Comenzó a las 8 semanas de edad y terminó cuando cada animal Hq 
mostró los primeros síntomas de ataxia, momento en el que los ratones pasaron a la fase de intervención 
(12-14 semanas de edad) (Fig.7A). De esta manera se garantizó que el inicio de la intervención con 
entrenamiento tuviese lugar en el momento en el que cada ratón presentó el mismo grado de desarrollo 
de la enfermedad. La evaluación se realizó según el método descrito por Fiuza-Luces et al. (173). 
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Brevemente, durante la fase de evaluación previa al entrenamiento, en las semanas pares se determinó 
la capacidad locomotora en tapiz rodante y la fuerza muscular de las patas delanteras; en las semanas 
impares, se determinó la coordinación mediante el test del rotarod. Cuando los animales Hq mostraron 
alteraciones claras en la capacidad locomotora, se les realizó un test de esfuerzo máximo en tapiz rodante 
(173), de modo que ratones con rendimiento similar en el test de esfuerzo se asignaron aleatoriamente 
al grupo sometido a la intervención con entrenamiento o al sedentario. Además, cada ratón Hq se 
emparejó con un ratón WT de su misma edad que entró simultáneamente en el protocolo de 
entrenamiento tras pasar igualmente el test de esfuerzo en tapiz rodante.   

Por otro lado, en el estudio de la evolución temporal de la enfermedad, la evaluación —tanto en ratones 
Hq como en ratones WT— se realizó a los tres tiempos de edad correspondientes a cada grupo (2, 3 y 6 
meses, Fig.7B), mediante el empleo de las siguientes pruebas: capacidad locomotora en tapiz rodante, 
fuerza muscular de las patas delanteras, test de rendimiento en rotarod y evaluación de la coordinación 
mediante prueba de agarre en barra horizontal.  

Además, en ambos grupos de estudio se determinó diariamente el peso y el estado del pelaje de cada 
ratón. 

A continuación, se describe detalladamente cada una de las pruebas empleadas (Fig.8): 

- Capacidad locomotora en tapiz rodante: tras una adaptación inicial realizada a lo largo de tres días, 
en cada sesión de evaluación el ratón caminó durante 15 minutos por un tapiz rodante a una 
velocidad de 10 cm/s y con una pendiente del 15%, tal como describe Fiuza-Luces et al. (173). Dos 
observadores independientes valoraron la capacidad locomotora del ratón en función de las 
siguientes variables: equilibrio de la marcha, capacidad para caminar en línea recta y alteraciones 
de la marcha en las extremidades posteriores. Para cada una de las variables, se asignó valor 0 para 
la ausencia total de alteraciones; 1 para alteraciones leves; y 2 para alteraciones severas. En el 
estudio de los efectos del entrenamiento, cuando el sumatorio de la puntuación obtenida en las tres 
variables evaluadas para un ratón alcanzaba una puntuación ≥ 3, el animal realizaba una prueba de 
esfuerzo máximo y era asignado aleatoriamente al grupo sedentario o entrenado.  

- Fuerza de agarre de las patas delanteras (hand-grip strength test): se midió la fuerza máxima de 
agarre (en gramos) de las extremidades anteriores del ratón, utilizando un transductor de fuerza 
isométrica. En cada evaluación, se realizaron tres medidas separadas entre sí por un intervalo de 5 
minutos, registrándose la mayor puntuación de las tres obtenidas por cada animal.  

- Test de coordinación y equilibrio en rotarod: antes de iniciar la primera evaluación, se realizaron 
dos sesiones de adaptación de los ratones al dispositivo rotarod. La primera de ellas consistió en 
mantener al ratón encima del eje giratorio parado durante 60 segundos. En la segunda se situó al 
ratón encima del eje y se mantuvo el giro del dispositivo a una velocidad constante de 4 rpm durante 
60 segundos. Posteriormente, en cada sesión de evaluación, la velocidad de la prueba se incrementó 
progresivamente desde 4 a 40 rpm en un periodo de 300 segundos. Se anotó el tiempo que el ratón 
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tardaba en caer de la rueda, así como la velocidad máxima alcanzada, según el método descrito por 
Fiuza-Luces et al. (173).  

- Test de coordinación y agarre en barra horizontal: para evaluar la coordinación y fuerza combinadas, 
se siguió el método descrito por Deacon (181). Brevemente, se colgó al ratón por las patas delanteras 
en el centro de una barra horizontal de 2 mm de diámetro suspendida en el aire. En un periodo 
máximo de 30 segundos, se anotó el tiempo que el ratón tardó, bien en caerse de la barra, o bien en 
desplazarse hasta uno de los extremos de la barra. En función de estos parámetros, se asignó una 
puntuación a cada ratón, según se indica en la tabla 4. Cuando el animal efectuó la prueba sin 
ninguna dificultad, el test se repitió sucesivamente con una barra de mayor diámetro (4 y 6 mm).  

Tabla 4. Criterios para la puntuación en el test de la barra horizontal.   

Puntuación Tiempo (s) Caída 
1 1 a 5 SÍ 
2 6 a 10 SÍ 
3 11 a 20 SÍ 
4 21 a 30 SÍ 
5 21 a 30 NO 
6 11 a 20 NO 
8 6 a 10 NO 

10 1 a 5 NO 
Las puntuaciones oscilan entre 1 y 10 y se calculan en función del tiempo que tardan los ratones, bien en caerse, o bien en 
llegar al extremo de la barra.  

 

 
Figura 8. Test empleados para la evaluación de los ratones. Test de coordinación y equilibrio en rotarod; test de capacidad 
locomotora en tapiz rodante; test de coordinación y agarre en barra horizontal; y test de fuerza de agarre de las patas delanteras 
en hand-grip.  
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2.1.3. Programa de entrenamiento. 

En el momento de la evaluación en el que cada ratón Hq obtuvo una puntuación ≥3 en el test de 
locomoción en tapiz rodante, se emparejó con un ratón WT de su misma edad, pasando a la fase de 
intervención para el estudio de los efectos del entrenamiento. Así, cada pareja fue asignada al grupo del 
entrenamiento o al grupo sedentario (en el que no se realizaba el programa de entrenamiento, pero los 
ratones podían moverse libremente por la jaula).  

El programa de entrenamiento tuvo una duración de 8 semanas y combinó ejercicios de fuerza, 
resistencia y coordinación. Se realizó tal y como se describe en Fiuza-Luces et al. (173). Brevemente, 
se sometió a los ratones a una sesión diaria de ejercicio de resistencia en el tapiz rodante, de intensidad 
y duración moderadas en las primeras fases (20 minutos al 35% de la velocidad máxima alcanzada en 
el test de esfuerzo inicial), que se fueron incrementando hasta alcanzar los 40 minutos al 75% de dicha 
velocidad en las últimas sesiones de entrenamiento. Además, en las semanas pares realizaron dos 
sesiones de ejercicios de fuerza y en las semanas impares tres sesiones de entrenamiento de coordinación 
en rotarod. Los ejercicios de fuerza consistieron en: 1) mantener al ratón sobre una rejilla metálica, 
invirtiéndola a continuación para obligar al animal a trepar de nuevo a la parte superior de la rejilla; y 
2) mantener al ratón enganchado por las patas delanteras en una percha durante el tiempo que resistiese 
hasta caer. En ambas pruebas se mantuvo a los animales a 40 cm de la superficie de trabajo, con un cojín 
acolchado para amortiguar las caídas. Las repeticiones de estos ejercicios fueron aumentando 
progresivamente desde 1 vez en las primeras sesiones hasta 6 veces al final del protocolo de 
intervención.  

Tras la finalización de la intervención, con una edad media de 5 meses y medio, se volvió a evaluar el 
fenotipo de los ratones. 48h después de la realización del último test de evaluación post-entrenamiento, 
los animales fueron sacrificados por dislocación cervical para la obtención y análisis de sus tejidos. 

2.1.4. Tratamiento con leupeptina. 

Para estudiar el flujo autofágico, se trató a 5 ratones WT y 5 ratones Hq de 3 meses de edad con 
leupeptina. La leupeptina se administró, diluida en suero salino estéril, por vía intraperitoneal (40 
mg/kg). Después de 30 minutos de tratamiento, los animales se sacrificaron y diseccionaron tal y como 
se indica en el siguiente apartado, obteniendo los tejidos correspondientes para su posterior análisis.  

2.1.5. Disección y almacenamiento de los tejidos. 

Los ratones se sacrificaron por dislocación cervical en el momento correspondiente a su grupo de estudio 
(5 meses y medio para los ratones del estudio de la intervención; y 2, 3 o 6 meses para el grupo del 
estudio de la evolución temporal). Inmediatamente después, se diseccionaron y se extrajo el corazón. Se 
retiraron las aurículas y se lavó el interior de los ventrículos con NaCl al 0,9% a 4ºC para eliminar restos 
de sangre. Asimismo, se extrajeron los siguientes músculos esqueléticos: bíceps femoral, cuádriceps y 
tibial anterior. Rápidamente, todos los tejidos se congelaron a -80ºC hasta su uso. 
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Además, se fijó un fragmento apical de cada corazón en formaldehído al 10% Q Path. Posteriormente, 
los fragmentos fijados se enviaron al servicio de Biobanco del Hospital 12 de Octubre, donde se llevó a 
cabo una inclusión en parafina, seguida de la realización de cortes de tejido de 5 μm de grosor. Por otro 
lado, un tibial anterior de cada ratón se congeló en isopentano pre-enfriado en nitrógeno líquido; se 
realizaron cortes en criostato de 5 μm de grosor de los tibiales en el Biobanco y se almacenaron a -80ºC 
hasta su uso.  

2.1.6. Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales. 

Para obtener cultivos primarios de cardiomiocitos de ratones neonatales, se utilizó el kit Pierce Primary 
Cardiomyocyte Isolation Kit, según las instrucciones del fabricante. En resumen, se sacrificaron ratones 
WT y Hq de entre 1-4 días de edad mediante decapitación. Se obtuvo el corazón e inmediatamente se 
mantuvo en HBSS (Hanks’Balanced Salt Solution) sin Ca2+ ni Mg2+, a 4ºC. Seguidamente, se troceó el 
corazón en fragmentos de 1-3 mm3, y éstos se lavaron dos veces con HBSS a 4ºC para eliminar la sangre. 
Posteriormente, se añadieron 200 µl de la enzima 1 y 10 µl de la enzima 2 del kit. Se agitó suavemente 
la mezcla y se incubó durante 30-35 minutos a 37ºC en un incubador con CO2 al 5%. A continuación, 
para eliminar las enzimas, se lavó cuidadosamente el tejido troceado con HBSS dos veces a 4ºC. Se 
añadieron 500 µl de medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) para cultivos primarios, 
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% y penicilina/estreptomicina al 1%; y se disgregó el 
tejido mediante pipeteo (unos 30 pases). Una vez disgregado, se añadió 1 ml más de DMEM 
suplementado y se contó el número de células totales vivas con azul tripano en un contador automático. 
Por último, se sembraron las células en placas —a la densidad óptima según el experimento a realizar— 
y se incubaron durante 24 horas a 37ºC en un incubador con CO2 al 5%. Con el objeto de reducir la 
presencia de fibroblastos en el cultivo, al día siguiente, se reemplazó el medio por DMEM suplementado, 
al que se le añadió factor de crecimiento de cardiomiocitos 1/1000, renovándose el medio cada 3 días. 
A partir del 2º día tras la siembra, los cardiomiocitos comenzaron a emitir prolongaciones y a establecer 
contactos entre sí. Además, algunos de ellos comenzaron a latir, incrementándose el número de 
cardiomiocitos contráctiles a lo largo de los días siguientes. Se consiguió una pureza de cardiomiocitos 
en el cultivo de aproximadamente el 80%.  

2.1.7. Obtención de tejidos para microscopía electrónica. 

Para la obtención de corazones y cuádriceps destinados a microscopía electrónica, se perfundieron 3 
ratones WT y 3 ratones Hq de 6 meses de edad, previamente anestesiados con pentobarbital sódico 
mediante inyección intraperitoneal. La perfusión se realizó mediante la administración por la vía aórtica 
de un primer lavado con suero salino seguido de una solución de fijación compuesta por 
paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 2% en tampón fosfato de Sörensen pH 7,2, y a una presión 
constante de 75 mmHg. Tras la perfusión, se extrajeron los correspondientes tejidos y se incubaron en 
la solución de fijación durante 24 horas. Los pasos siguientes relativos a la inclusión, corte, tinción y 
visualización de los tejidos se detallan más adelante en el apartado 2.10.  
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2.2.  Análisis de proteínas.  

2.2.1. Obtención de homogeneizados proteicos totales. 

Para la extracción de proteínas, se homogeneizaron fragmentos de tejido en tampón de lisis para músculo 
(Tris-HCl 10 mM a pH 7,6; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; Triton™ X-100 al 1%) con inhibidores de 
proteasas y fosfatasas, en una relación 1:10 (peso:volumen). Se lisó el tejido con un homogenizador de 
vidrio de tipo Potter a 4ºC. A continuación, se centrifugó a 11000 x g durante 15 minutos y a 4ºC, y se 
recogió el sobrenadante con las proteínas solubilizadas.  

2.2.2. Cuantificación de proteínas. 

Se cuantificó la concentración de proteínas en homogeneizados y fracciones mitocondriales utilizando 
el kit Micro BCA Protein Assay y siguiendo las instrucciones del fabricante para la lectura en placa. La 
absorbancia se midió en el lector de placas Epoch Microplate Spectrophotometer.  

2.2.3. Inmunodetección de proteínas unidas a membrana (western blot). 

Para la inmunodetección de proteínas se realizó una electroforesis (SDS-PAGE) y posteriormente una 
electroransferencia con un sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell o bien con un sistema Criterion™ Cell.  

En primer lugar, se desnaturalizaron las proteínas con tampón Laemmli y se hirvieron durante 5 minutos 
a 95ºC. Una vez hervidas, las proteínas se separaron mediante electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes en presencia de deodecilsulfato sódico (SDS). En el caso del sistema Mini-PROTEAN, 
el porcentaje de poliacrilamida del gel fue de un 4% para la parte concentradora, mientras que el 
porcentaje de la parte separadora varió en función del tamaño de las proteínas a detectar (7,5%; 10%; 
12,5% o 15%). En el caso del sistema Criterion, se utilizaron geles comerciales del 10%, 12,5% o en 
gradiente (8%-16%; 4%-20%). La electroforesis se realizó a un voltaje constante de 120V para el 
sistema Mini-PROTEAN y de 200V para el sistema Criterion, en un tampón Tris-glicina/SDS. A 
continuación, se transfirieron las proteínas a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF)—
previamente activadas en metanol— mediante transferencia húmeda (en un tampón con Tris 25 mM, 
glicina 192 mM y metanol al 20%) durante 1 hora, a 4ºC y un voltaje constante de 100V para el sistema 
mini-PROTEAN y de 80V para el sistema Criterion. Las membranas con las proteínas fueron 
posteriormente bloqueadas en una solución de leche desnatada al 5% en tampón Tris-HCl con Tween-
20 al 0,1% (TBST), o en una solución de albúmina de suero bovino (BSA) al 5% en TBST —en función 
de los requerimientos de cada anticuerpo— durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación, se 
incubaron las membranas con el anticuerpo primario diluido en solución de bloqueo durante 1 hora a 
temperatura ambiente o durante toda la noche a 4ºC. Tras la incubación, se lavaron las membranas 3 
veces con TBST y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano 
picante (HPR), diluido en solución de bloqueo, durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron las 
membranas 2 veces con TBST y 2 veces con TBS. Finalmente, se reveló la señal del anticuerpo 
secundario con el sustrato quimioluminiscente ECL CheLuminate-HRP PicoDetect o ECL 
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SuperSignal™ West Femto, con un analizador Chemidoc MP Imaging System. Para el control de carga, 
tras el revelado de todos los anticuerpos, se tiñeron las membranas con Coomassie Brilliant Blue G-250 
al 0,1% en una solución de metanol y agua (1:1), durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente, se destiñeron con una solución de etanol, ácido acético glacial y agua (4:1:5) durante 1 
minuto a temperatura ambiente, y se dejaron secar al aire para tomar una imagen en el analizador 
Chemidoc.  

Análisis de las imágenes: la densidad óptica, tanto de las bandas de los anticuerpos como de las bandas 
teñidas con azul de Coomassie, fue cuantificada mediante el software de análisis de imagen ImageJ. La 
densidad óptica de la banda de cada proteína detectada mediante un anticuerpo fue normalizada por la 
suma de la densidad óptica de las bandas detectadas mediante la tinción con Azul de Coomassie de su 
carril, según un método descrito anteriormente (182).  

Los anticuerpos primarios y secundarios conjugados con HPR empleados para la detección de proteínas 
se muestran en las tablas 2 y 3, respectivamente.  

2.2.4. Electroforesis nativa azul (blue native electrophoresis, BN-PAGE).  

Esta técnica permite separar los diferentes complejos proteicos de una mezcla de proteínas. Con el fin 
de separar los complejos de la CTE en función de su peso molecular, se llevó a cabo una electroforesis 
en condiciones nativas en una primera dimensión (1D-BN-PAGE). Posteriormente, las subunidades que 
conforman los complejos se separaron en función de su peso molecular, mediante una electroforesis en 
condiciones desnaturalizantes en una segunda dimensión (2D-BN/SDS-PAGE). Estos experimentos se 
llevaron a cabo siguiendo los protocolos previamente descritos por Nijtmans et al. 2008 (183).  

Obtención de las fracciones mitocondriales: para la obtención de fracciones mitocondriales de corazón 
y de cuádriceps, y debido a la cantidad limitada de tejido disponible, se partió de una mezcla de 
porciones de tejido del mismo peso de 8 ratones WT de 6 meses por un lado, y de 8 ratones Hq de 6 
meses por otro. Las muestras se homogeneizaron en tampón sacarosa (sacarosa 440 mM, ácido 3-(N-
morfolino)propanosulfónico [MOPS] 20 mM y EDTA 11 mM) con inhibidores de proteasas, en una 
relación 1:12,5 (peso:volumen) a 4ºC. Se centrifugaron a 800 x g durante 5 minutos a 4ºC, y se recogió 
el sobrenadante. Éste se centrifugó a 20000 x g durante 20 minutos a 4ºC, descartándose el sobrenadante. 
El pellet resultante con las mitocondrias se guardó a -80ºC hasta su uso.  

Preparación de la muestra para blue native: se solubilizaron las fracciones mitocondriales en una 
solución de ácido 2-aminocaproico 1,5 M y Bis-Tris 150 mM a pH 7, en una relación de volumen 1:1. 
A continuación, se cuantificó la concentración de proteínas mediante un ensayo BCA según lo indicado 
en el apartado 2.2.2. Para solubilizar los complejos, se añadió digitonina 2mg/ml y se incubaron las 
muestras en hielo durante 15 minutos. Se centrifugaron a 20000 x g durante 30 minutos a 4ºC; se 
recuperó el sobrenadante y se diluyó con tampón de carga (ácido 2-aminocaproico 750mM, Bis-Tris 50 
mM, EDTA 0,5 mM, Serva Blue G-250 0.02%, a pH 7,0) en una relación de volumen 1:10 
(tampón:muestra).  
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1D-BN-PAGE: para la electroforesis de la primera dimensión, se emplearon geles comerciales Bis-Tris 
en gradiente del 3 al 12% de poliacrilamida. Se cargaron 40 µg de muestra por pocillo y se llevó a cabo 
la electroforesis con un tampón Bis-Tris 50 mM a pH 7,0 para el ánodo y un tampón Bis-Tris 15 mM, 
tricina 50 mM y Serva Blue G-250 al 0.02% a pH 7,0, para el cátodo. Una vez que el frente alcanzó la 
mitad del gel, el tampón del cátodo fue sustituido por un tampón Bis-Tris 15 mM y tricina 5 0mM a pH 
7,0, hasta terminar la electroforesis. Uno de los geles se reservó para llevar a cabo la segunda dimensión. 
El resto se transfirieron a membranas de PVDF mediante transferencia húmeda, a un voltaje constante 
de 30 V durante toda la noche. Finalmente, se detectaron las proteínas de los complejos mediante 
inmunodetección con anticuerpos, según el protocolo previamente descrito en el apartado 2.2.3.  

2D-BN/SDS-PAGE: se cortó cada carril del gel de la primera dimensión que se había reservado y se 
incubó con una solución de disociación con SDS 1% y β-mercaptoetanol 1% en agua destilada, durante 
1 hora a temperatura ambiente. Cada uno de los carriles se rotó 90° y se colocó sobre un gel 
desnaturalizante del 4% de poliacrilamida para la parte concentradora y del 10% para la separadora. A 
continuación, se llevó a cabo la electroforesis a un voltaje de 30V para la parte concentradora y de 80V 
para la parte separadora del gel. Se transfirieron las proteínas a membranas de PVDF y se llevó a cabo 
la inmunodetección con anticuerpos según el protocolo descrito en el apartado 2.2.3.   

Análisis de las imágenes: la densidad óptica de las bandas fue cuantificada con el software de análisis 
de imagen ImageJ. En el caso de la 1D-BN-PAGE, la densidad óptica de la banda de cada proteína de 
los complejos CI, CIII, CIV y CV fue normalizada por la banda correspondiente a la proteína SDHA 
(del CII).  

Los anticuerpos primarios y secundarios conjugados con HPR empleados para la detección de proteínas 
se muestran en las tablas 2 y 3, respectivamente.  

2.2.5. Perfil proteómico mediante espectrometría de masas. 

El estudio del perfil proteómico se llevó a cabo en homogeneizados totales tanto de corazón como de 
bíceps femoral de ratones WT y Hq, sedentarios y entrenados, del estudio de la intervención.  

Preparación de la muestra: debido a la limitación de las muestras, se partió de una mezcla de 
homogeneizado proteico con 100 μg de proteína total, compuesta por la misma cantidad de proteínas de 
cada ratón de su grupo experimental, obtenidas mediante el método descrito en la sección 2.2.1.  Las 
muestras resultantes se analizaron en el Servicio de Proteómica del Centro de Biología Molecular Severo 
Ochoa (CBMSO, Madrid), mediante espectrometría de masas. Brevemente, las proteínas se 
concentraron en la interfase de un gel concentrador y separador en una electroforesis SDS-PAGE y se 
visualizaron las bandas con Azul de Coomassie para posteriormente cortar la banda del gel con las 
proteínas concentradas. Los fragmentos de gel obtenidos se destiñeron en una solución de acetonitrilo y 
agua en una ratio 1:1. A continuación, se redujeron las proteínas con 1,4-ditiotreitol 10 mM, y se 
alquilaron con iodoacetamida 10 mM. Más tarde, se digirieron las proteínas con tripsina, y los 
sobrenadantes con los péptidos trípticos se desalaron sobre puntas de pipeta OMIX C18.  
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Marcaje de los péptidos con iTRAQ: la mezcla de péptidos resultante de la digestión con tripsina fue 
marcada con un reactivo iTRAQ (isobaric tag for relative and absolute quantitation) para cada muestra 
en el caso del corazón, y dos reactivos iTRAQ para cada muestra en el caso del bíceps femoral, según 
el método descrito previamente (184). Brevemente, se disolvieron los péptidos en bicarbonato de 

trietilamonio 0,5 M a pH 8,0. A continuación, se incubó cada muestra con un reactivo iTRAQ disuelto 
en isopropanol y se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras este tiempo, se detuvo el 
marcaje mediante la adición de ácido fórmico al 0,1%. A continuación, las muestras se secaron y se 
mezclaron para proceder a su identificación y cuantificación, obteniendo así una mezcla 4plex en 
corazón y una mezcla 8plex en bíceps femoral. 

Cuantificación e identificación de los péptidos: los péptidos se identificaron gracias a la técnica de 
cromatografía en fase líquida-espectrometría de masas (RP-LC-MS/MS) (185), utilizando un sistema 
nano HPLC Easy-nLC II acoplado a un espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap-Velos-Pro. Los péptidos 
obtenidos se buscaron en la base de datos de UniProt-Mus musculus, utilizando el algoritmo Sequest 
como motor de búsqueda y el software Proteome Discoverer 1.4. La intensidad de la señal para cada 
péptido se normalizó por el valor correspondiente al grupo control (siendo éste 1), lo que permitió la 
cuantificación relativa de los distintos grupos experimentales.  

2.2.6. Identificación de las modificaciones oxidativas en proteínas. 

Para identificar fenómenos de oxidación de cisteínas, se obtuvieron homogeneizados totales de corazón 
y cuádriceps de animales del estudio de la evolución temporal, con el método anteriormente descrito en 
la sección 2.2.1., utilizando en este caso el mismo tampón de homogeneización, pero conteniendo 
además n-etil-maleimida 100 mM y neocuproína 100 µM. Se obtuvo una mezcla de homogeneizados de 
8 ratones WT, y otra de 8 ratones Hq. A continuación, los homogeneizados se trataron con SDS al 2% 
y se incubaron 15 minutos a 37ºC.  
Posteriormente, se analizaron 100 μg de cada muestra por espectrometría de masas en el Servicio de 
Proteómica del CBMSO. Brevemente, los péptidos obtenidos tras la digestión con tripsina se marcaron 
con TMT Sixplex Isobaric Mass Tagging Kit, disuelto en acetonitrilo, durante 1 hora a temperatura 
ambiente. El marcaje se paró con hidroxilamina al 5%; se secaron las muestras y se mezclaron 
obteniendo una mezcla 6plex (ya que este procedimiento se realizó junto a otras 4 muestras de otros 
tejidos, que no son objeto del presente trabajo). Finalmente, se identificaron los péptidos resultantes 
mediante RP-LC-MS/MS, tal y como se indica en la sección 2.2.5., y se analizaron con el software 
PEAKS Studio X+.  

2.2.7. Detección de aminoácidos mediante cromatografía líquida de alta eficacia 
(HPLC).  

Para medir los niveles de diferentes aminoácidos y otros metabolitos presentes en músculo esquelético 
y corazón de ratones del estudio de la intervención, se utilizó la cromatografía líquida de alta eficacia, 
siguiendo una metodología aprobada por la Entidad Nacional de Acreditación ENAC (ISO15189), 
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empleada en el Servicio de Bioquímica del Hospital 12 de Octubre. Se partió de 1,7 mg de proteína total 
en el caso de corazón, y 2 mg en el caso de cuádriceps, por cada ratón (5 ratones WT y 5 ratones Hq). 
A continuación, se desproteinizaron las muestras con ácido sulfosalicílico al 50% y se analizaron 
mediante cromatografía de intercambio iónico con derivatización post-columna con ninhidrina, en el 
equipo Biochrom 30+, obteniéndose la concentración de cada metabolito presente en cada muestra 
(µmol⸳L-1).  

2.3. Medidas de Actividad enzimática. 

2.3.1. Actividad de los complejos de la cadena transportadora de electrones. 

Las medidas de actividad enzimática de los complejos de la CTE, la ATP sintasa y la proteína de matriz 
mitocondrial citrato sintasa (CS), se determinaron en homogeneizados proteicos totales de corazón y 
cuádriceps, así como en fracciones mitocondriales de corazón (CI y CIV), según el protocolo 
previamente descrito por Medja et al. 2009 (186). Las determinaciones espectrofotométricas se 
realizaron en el equipo Shimadzu UV-1800 a una temperatura de 37ºC. La actividad específica 
(nmol⸳min-1⸳mg-1) se calculó a partir de la cantidad de proteína utilizada y el coeficiente de extinción 
molar (Ɛ) de cada compuesto.  

Obtención de los homogeneizados proteicos totales: en el caso del corazón, debido a la limitación de 
tejido, se valoraron 4 muestras de ratones WT y 4 muestras de ratones Hq, cada una de ellas procedente 
de una mezcla de tejido del mismo peso de 2 animales diferentes del mismo grupo experimental. En 
cuádriceps, se valoraron 5 muestras de ratones WT y 5 Hq. Cada una de las muestras se homogeneizó 
en tampón manitol (manitol 225 mM; sacarosa 75 mM; Tris-HCL 10 mM, pH 7,4; y EDTA 0,1 M) a 
4ºC, en una relación 1:20 (peso:volumen). A continuación, los homogeneizados se centrifugaron a 650 
x g durante 20 minutos a 4ºC, y se reservó el sobrenadante con las proteínas solubilizadas, 
almacenándose a -80ºC hasta su posterior uso.  

Obtención de las fracciones mitocondriales: en el caso del corazón, debido a la limitación de tejido, se 
agruparon 8 ratones WT en una sola muestra y 8 ratones Hq en otra. Para la purificación de las 
mitocondrias se utilizó el kit Mitochondria Isolation Kit for Tissue, según las instrucciones del 
fabricante. 

Actividad de la NADH deshidrogenasa:ubiquinona oxidorreductasa (CI): la actividad del CI se 
determinó midiendo la disminución en la absorbancia a 340 nm que se produce cuando se oxida el 
NADH (Ɛ = 6,22 cm-1 mM-1) a NAD+, acoplado a la reducción de la decilubiquinona a decilubiquinol. 
El medio de reacción estaba compuesto por BSA 3,75 mg/ml y decilubiquinona 100 µM en tampón 
fosfato 50 mM a pH 7,5. El ensayo se realizó (en corazón, con 30 µg de homogeneizado proteico total 
o 20 µg de mitocondrias aisladas; en cuádriceps, con 10 µg de homogeneizado proteico total) en 
presencia y en ausencia de rotenona 12,5 µM para inhibir la actividad del CI. La reacción se inició con 
la adición de NADH 100 µM y se midió la absorbancia a 340 nm durante 3 minutos. La actividad del 
CI se calculó como la diferencia de actividad en presencia y ausencia de rotenona.  
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Actividad de la succinato deshidrogenasa (CII): la actividad del CII se determinó midiendo la 
disminución en la absorbancia a 600 nm del aceptor de electrones 2,6-diclorofenolindofenol (Ɛ = 19,1 
cm-1 mM-1) oxidado. El medio de reacción estaba compuesto por succinato 20 mM, DCPIP [2,6-
diclorofenolindofenol] 50 µM, KCN 1 mM y BSA 2 mg/ml en tampón fosfato 25 mM a pH 7,5. En cada 
caso, se añadieron 40 µg o 5 µg de homogeneizado proteico total de corazón o cuádriceps, 
respectivamente, y se midió la absorbancia de la línea base. A continuación, se añadió decilubiquinona 
100 µM como iniciador de la reacción. Se midió la absorbancia a 600 nm durante 3 minutos y se calculó 
la actividad del CII como la diferencia de actividad en presencia y ausencia (línea base) de 
decilubiquinona.   

Actividad de la ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa (CIII): la actividad del CIII se determinó 
midiendo el aumento en la absorbancia a 550 nm del citocromo c reducido (Ɛ = 18,5 cm-1 mM-1), 
acoplado a la oxidación decilubiquinol a decilubiquinona. El medio de reacción estaba compuesto por 
KCN 5 mM, EDTA 100 µM, citocromo c 75 μM y Tween 20 0,025% en tampón fosfato 25 mM a pH 
7,5. El ensayo se realizó con 20 µg de homogeneizado proteico total en corazón, o 4 µg de 
homogeneizado total en cuádriceps, en presencia y ausencia de antimicina A 10 μg/ml para inhibir la 
actividad del CIII. Se incubó la mezcla durante 3 minutos a 37ºC y se añadió decilubiquinol 100 μM 
como iniciador de la reacción. Se registró la absorbancia a 550 nm durante 3 minutos y se calculó la 
actividad del CIII como la diferencia de actividad en presencia y ausencia de antimicina A.   

Actividad de la citocromo c oxidasa (CIV): la actividad del CIV se determinó midiendo la disminución 
en la absorbancia a 550 nm que resulta de la oxidación del citocromo c (Ɛ = 18,5 cm-1 mM-1) reducido. 
El medio de reacción estaba compuesto por citocromo c 100 µM (reducido entre el 90% y el 95%) en 
tampón fosfato 50 mM a pH 7,5. En el caso del corazón, se añadieron 40 µg de homogeneizado proteico 
total o 16 µg de mitocondrias aisladas por ensayo; y en el caso del cuádriceps, se añadieron 6,5 µg de 
homogeneizado proteico total, y se midió la absorbancia a 550 nm durante 3 minutos.  

Actividad de la citrato sintasa: la actividad de la CS se determinó midiendo el incremento en la 
absorbancia a 412 nm producida por la reducción del ácido-5-5’ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB, Ɛ = 
13,6 cm-1 mM-1) acoplada a la oxidación de la coenzima A libre. El medio de reacción estaba compuesto 
por acetil coA 300 μM, DTNB 100 μM y Triton™ X-100 0,1% en tampón Tris-HCl 100 mM a pH 8,1. 
El ensayo se realizó con 40 µg de homogeneizado proteico total, o 16 µg de mitocondrias aisladas en el 
caso del corazón; y 5 µg de homogeneizado proteico total en el caso del cuádriceps. Se incubó la mezcla 
a 37ºC durante 5 minutos, seguido de la lectura de la línea base durante 4 minutos. A continuación, se 
añadió oxalacetato 500 μM como iniciador de la reacción y se midió la absorbancia a 412 nm durante 3 
minutos. Se calculó la actividad de la CS como la diferencia de actividad en presencia y ausencia (línea 
base) de oxalacetato.  
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2.3.2. Actividad catalase. 

Se midió la actividad de la enzima catalasa en homogeneizados proteicos de corazón y cuádriceps, en 8 
ratones WT y 8 ratones Hq de 6 meses del estudio de la evolución temporal. Para ello, se llevó a cabo 
el ensayo Catalase Colorimetric Activity Kit y se siguieron las instrucciones del fabricante para el 
homogeneizado de las muestras y para el ensayo colorimétrico. Los resultados se expresaron en unidades 
de actividad /ml.  

2.3.3. Actividad Ca2+-ATPasa cardiaca. 

Se midió la actividad enzimática de la proteína Ca2+-ATPasa del retículo sarcoplásmico cardiaco en 
homogeneizados proteicos de 9 ratones WT y 6 ratones Hq de 6 meses de edad del estudio de la 
evolución temporal, según el protocolo descrito por Saborido A et al. (187).  

Preparación de la muestra: una porción de corazón de cada animal se homogeneizó en medio A (MOPS 
20 mM pH 7,0; sacarosa 0,25 M; inhibidores de proteasas y fosfatasas) en una relación 1:6,5 
(peso:volumen). A continuación, se diluyó cada homogeneizado con 5 volúmenes más de medio A y se 
centrifugó a 800 x g durante 5 minutos a 4ºC. Finalmente, se cuantificó la proteína con el ensayo BCA 
previamente descrito.   

Ensayo espectrofotométrico: se valoraron alícuotas de homogeneizado con 20 μg de proteína en 1 ml de 
mezcla de ensayo (MOPS 25 mM pH 7,0; EGTA [3,12-Bis(carboxymethyl)-6,9-dioxa-3,12-
diazatetradecane-1,14-dioic acid] 1 mM; MgCl2 15 mM; KCl 200 mM; azida sódica 10 mM; 
fosfoenolpiruvato 10 mM a pH 7,0; piruvato kinasa 2,4 U; lactato deshidrogenasa 10 U; NADH 0,27 
mM; CaCl2 1 mM; y Triton™-X100 al 0,005%). El ensayo se realizó por duplicado, y paralelamente en 
ausencia y presencia de tapsigargina 0,4 μM para inhibir específicamente a la Ca2+-ATPasa. Se 
incubaron todas las cubetas durante 5 minutos a 37ºC; a continuación, se añadieron 40 µl de ATP 100 
mM para iniciar la reacción, y se midió la absorbancia a 340 nm durante 8 minutos a 37ºC. La actividad 
de la Ca2+-ATPasa se calculó como la diferencia de la actividad en presencia y ausencia de tapsigargina, 
despreciando los 3 primeros minutos de reacción, en los que cae la interferencia de la actividad Mg-
ATPasa; y se expresó en nmol⸳min-1⸳mg-1 de proteína.   

2.4. Respirometría de alta resolución. 

Para evaluar la respiración mitocondrial, se empleó un respirómetro de alta resolución XFp Extracellular 
Flux Analyzer, con el que se midió la tasa de consumo de oxígeno (OCR, Oxygen Consumption Rate), 
así como la tasa de acidificación del medio de cultivo (ECAR, Extra Cellular Acidification Rate), en 
cardiomiocitos de ratones neonatales, tanto WT como Hq. 

Protocolo del ensayo: Se realizó un MitoStress Test, para lo cual se sembraron 90000 
cardiomiocitos/pocillo en placas XFp y se mantuvieron en cultivo en medio DMEM suplementado con 
FBS al 10% y penicilina/estreptomicina al 1%, aproximadamente 5 días (hasta que se adhirieron a la 
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placa, establecieron prolongaciones y contactos entre ellos, y comenzaron a latir). El día del ensayo, se 
remplazó el medio de cultivo por el medio de ensayo Seahorse XF Base Medium —previamente 
suplementado con glucosa 10 mM, piruvato sódico 1 mM y L-glutamina 2 mM, a pH 7,4— y se 
incubaron las células durante 1 hora a 37ºC en un incubador sin CO2. A continuación, las células se 
introdujeron en el respirómetro (OCR y ECAR basal) y se fueron añadiendo, de forma consecutiva, los 
siguientes compuestos: oligomicina 2,6 µM; carbonilo-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) 1 µM; 
FCCP 2 µM; y rotenona 1 µM con antimicina A 1µM (concentración final en todos los casos). Tras la 
adición de cada compuesto se midieron la OCR y la ECAR correspondientes. Tras finalizar el ensayo, 
se lavaron los pocillos, se lisaron las células de cada pocillo y se midió la concentración de proteínas 
mediante el ensayo BCA, con el fin de normalizar cada medida por la cantidad de proteína presente en 
cada pocillo.  
Parámetros calculados: los datos de OCR obtenidos (nmol de O2⸳min-1⸳mg-1 de proteína) se expresaron 
como: 
- Tasa de respiración máxima (OCR max): diferencia entre la OCR tras la adición de FCCP y la OCR 

tras la adición de rotenona más antimicina A.  
- Tasa de respiración sensible a oligomicina: diferencia entre la OCR basal y la OCR tras la adición 

de oligomicina. 
- Tasa de escape de protones: diferencia entre la OCR tras la adición de oligomicina y la OCR tras la 

adición de rotenona más antimicina A.  
- Respiración no mitocondrial: OCR tras la adición de rotenona con antimicina A. 

Los datos de ECAR obtenidos se expresaron como la variación de pH por minuto y miligramo de 

proteína. Se evaluó la variación de pH en condiciones basales (ECAR basal) y en presencia de 

oligomicina (ECAR oligomicina) y FCCP (ECAR FCCP). 

2.5. Ensayo de expresión de genes mediante QuantiGene Plex. 

Con el fin de medir los niveles de expresión de distintos genes, tanto en corazón como en músculo 
esquelético, se llevó a cabo el ensayo QuantiGene Plex Gene Expression Assay. Para ello, se extrajo el 
ARN a partir de porciones de corazón y de cuádriceps, tanto de ratones WT como Hq de 6 meses de 
edad del estudio de la evolución temporal, utilizando un tampón de homogeneización comercial (QG 
Sample Processing Kit). A continuación, se diluyeron las muestras en tampón de homogeneización en 
una relación 1:2 (peso:volumen) y se hibridaron, por duplicado, en una placa que contiene las sondas 
correspondientes para cada ARNm, durante 16 horas a 54ºC y con una agitación de 400 rpm. A 
continuación, se amplificó la señal de cada ARNm mediante su hibridación sucesiva con un pre-
amplificador, un amplificador y una sonda con una etiqueta. Se añadió posteriormente un sustrato 
quimioluminiscente y se cuantificó su señal en un equipo Luminex MAGPIX Instrument. Así, la 
luminiscencia obtenida es proporcional a la cantidad de moléculas del ARNm de interés presentes en 
cada muestra. Con el fin de determinar cuáles eran los genes cuya expresión resultaba constante 
independientemente del grupo experimental, para utilizarlos como genes endógenos de referencia, se 
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llevó a cabo un primer ensayo QuantiGene Plex con 27 genes diferentes. Tras el ensayo, se seleccionaron 
los siguientes genes: Polr2a (subunidad RPB1 de la ARN polimerasa II), Tbp (proteína de unión a 
TATA) y Ldha (lactato deshidrogenasa A). Los niveles de expresión de cada uno de los genes de interés 
medidos se normalizaron por la media geométrica de la expresión de estos 3 genes de referencia.  

2.6. Estudio del manejo del Ca2+ intracelular en cardiomiocitos ventriculares 
adultos. 

Aislamiento de los cardiomiocitos ventriculares: se aislaron cardiomiocitos ventriculares nativos de 4 
ratones WT y 4 ratones Hq de 6 meses de edad. Previo al sacrificio, los ratones se anestesiaron con 
pentobarbital sódico con heparina (100 mg/kg) mediante inyección intraperitoneal. Rápidamente, se 
extrajo el corazón y se colocó en un sistema de perfusión tipo Langendorff, donde se perfundió de forma 
retrógrada a través de la inserción de la aorta ascendente en el sistema Langendorff, tal como se indica 
en detalle en Navarro-García et al. (188). A continuación, se siguió con la perfusión del corazón y su 
digestión, tal y como describe Ruiz-Hurtado et al. (189). Brevemente, el corazón se perfundió durante 
3 minutos con solución Tyrode (NaCl 130 mM, KCl 5,4 mM, NaH2PO4 0,4 mM, MgCl2 0,5 mM, HEPES 
25 mM y glucosa 22 mM; a pH 7,4 ajustado con LiOH) libre de Ca2+ y suplementada con EGTA 0,2 
mM. Le siguió una perfusión con solución Tyrode suplementada con CaCl2 0,1 mM,  colagenasa tipo II 
(1 mg/ml) y BSA (1mg/ml) durante 3-4 minutos a temperatura ambiente, para la disgregación enzimática 
de los cardiomiocitos ventriculares. Por último, una vez digerido enzimáticamente y troceado 
mecánicamente, y tras eliminar las aurículas, el corazón se filtró a través de una membrana de nylon con 
un poro de 250 µm, y se centrifugó a 280 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. El precipitado 
celular obtenido, correspondiente a los cardiomiocitos, se resuspendió en solución Tyrode suplementada 
con CaCl2 1 mM para proceder con el marcaje fluorescente del Ca2+ de los cardiomiocitos.  

Registro y análisis del manejo de Ca2+ intracelular en los cardiomiocitos aislados mediante microscopía 
confocal: una vez obtenidos los cardiomiocitos, se incubaron con el fluoróforo Fluo-3AM 5 µM durante 
30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuación, se estimularon eléctricamente los 
cardiomiocitos a 2 Hz de frecuencia en una cámara que posee dos electrodos paralelos de platino con 
solución Tyrode. Se registraron —en el microscopio confocal Meta Zeiss LSM 510 y con un objetivo 
acromático 40x— las variaciones en la intensidad de fluorescencia del fluoróforo, que se corresponden 
con variaciones en la concentración del Ca2+ citosólico. De esta manera, se midieron los siguientes 
parámetros: la liberación transitoria de Ca2+ durante la sístole o estimulación eléctrica; la liberación 
espontánea de Ca2+ en forma de chispas o sparks de Ca2+, que se producen durante la diástole o 
relajación, a través de los receptores de rianodina (RYRs) del RS; y la cantidad total de Ca2+ almacenada 
en el RS, tras la adición de cafeína 10 mM. La liberación transitoria de Ca2+ durante la contracción, así 
como los sparks de Ca2+, se registraron a una velocidad de 1,5 ms/línea (1000 líneas por imagen). Por 
otro lado, para obtener la carga total de Ca2+ del RS tras la adición de cafeína, se registró la intensidad 
de fluorescencia a una velocidad de 3 ms/línea (10000 líneas por imagen) durante un periodo de 30 
segundos. A continuación, se especifican los detalles de cada uno de los parámetros medidos: 
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- Análisis de la liberación transitoria de Ca2+ citosólico durante la sístole: se estimularon los 
cardiomiocitos eléctricamente a una frecuencia de 2 Hz, con un estimulador eléctrico adaptado a la 
cámara de registro que contiene los electrodos de platino tipo CS-420. Se registró la variación de 
fluorescencia que tiene lugar en una línea previamente seleccionada con el software Zen 2009 
Imaging (ZEISS) a lo largo del eje longitudinal de cada célula. La amplitud del transitorio de Ca2+ 
fue calculada a partir del promedio de la fluorescencia registrada durante cuatro contracciones 
consecutivas. La amplitud del transitorio de Ca2+ se obtuvo como el cociente F/F0, donde F es el 
máximo valor de fluorescencia durante la estimulación eléctrica, y F0 es la fluorescencia basal en 
reposo. Además, se calculó la velocidad de recaptación de Ca2+ citosólico hacia el RS —como 
medida indirecta de la actividad de la Ca2+-ATPasa cardiaca— mediante el parámetro Tau, que se 
calculó mediante el ajuste de la caída de la señal de la fluorescencia ajustado a una exponencial 
simple.  

- Análisis de la carga total de Ca2+ del RS tras la adición de cafeína: se infirió la capacidad máxima 
de almacenar Ca2+ que posee el RS, registrando la salida total de Ca2+ del mismo, provocada por la 
adición de cafeína 10 mM. La amplitud del flujo de Ca2+ se calculó como F/F0. 

- Análisis de la liberación espontánea de Ca2+ en forma de sparks durante la diástole: los sparks de 
Ca2+ son considerados incrementos en la fluorescencia de Ca2+ que ocurren de forma rápida, breve 
y localizada cuando las células están en estado quiescente o durante el periodo de relajación. Se 
registraron en cardiomiocitos que no estaban siendo estimulados eléctricamente. Con el fin de evitar 
falsos eventos, se consideraron sparks de Ca2+ aquellos cuyo incremento en la fluorescencia 
resultaba al menos cuatro veces mayor que la desviación estándar de la fluorescencia basal de la 
imagen (190).  

Análisis: todas las imágenes fueron procesadas y analizadas utilizando el software IDL®. En cada caso, 
se corrigió la intensidad de la fluorescencia por el valor de fondo de la imagen fuera de la célula.  

2.7. Determinación de los niveles de H2O2 en cardiomiocitos. 

Se determinaron los niveles de H2O2 en cardiomiocitos WT y Hq de ratones neonatales en cultivo. Para 
ello, se sembraron las células en placas Lab-Tek de 4 pocillos y se mantuvieron en cultivo hasta que los 
cardiomiocitos se adhirieron, establecieron prolongaciones y comenzaron a latir. En ese momento, se 
marcaron con la sonda 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceína (DA-DCF) 25 µM, diluida en medio de 
cultivo DMEM, durante 30 minutos en un incubador de CO2 a 37ºC. A continuación, se lavaron los 
pocillos con PBS suplementado con MgCl2 1 mM, CaCl2 1 mM y glucosa 5 mM, y se registró la señal 
de fluorescencia de cada cardiomiocito en un microscopio confocal Zeiss LSM 510-META, con un 
objetivo acromático 40x y a una resolución de 1024x1024 píxeles. Por otro lado, para medir la cinética 
de descomposición del H2O2 celular, se añadió H2O2 250 µM y se registró la variación en la fluorescencia 
celular durante un tiempo de 10 minutos. La intensidad media de fluorescencia por célula se midió con 
el software ImageJ.  
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2.8. Inmunofluorescencia. 

Los anticuerpos primarios y secundarios empleados para la detección de proteínas se muestran en las 
tablas 2 y 3, respectivamente. 

2.8.1. Inmunofluorescencia en tejido. 

En el caso del corazón, se comenzó por desparafinar y rehidratar los cortes, para lo que se incubaron 
primero en un horno a 60ºC durante 20 minutos. Seguidamente, se incubaron en xileno dos veces de 5 
minutos; y en sucesivas soluciones de etanol en concentración decreciente (100%-96%-70%-50%) 
durante 3 minutos cada una. Finalmente, se lavaron con PBS (tampón fosfato salino) durante 5 minutos. 
En el caso del tibial anterior, los cortes congelados se incubaron con acetona durante 10 minutos a -
20ºC; y se lavaron 3 veces con PBS durante 5 minutos. 
A continuación, se desenmascaró el antígeno hirviendo los cortes durante 20 minutos en un tampón 
citrato a pH 6,0 o en un tampón Tris-EDTA a pH 9,0 —según el requerimiento de cada anticuerpo—. 
Seguidamente, se permeabilizaron los cortes y se bloquearon con BSA al 2% y Triton™ X-100 al 0,1% 
en TBS, durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario 
correspondiente diluido en solución de bloqueo durante una noche en una cámara húmeda a 4ºC. Al día 
siguiente, los cortes se lavaron 3 veces con TBS, y se incubaron con el anticuerpo secundario 
fluorescente diluido en solución de bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente y en condiciones 
de oscuridad. Se lavaron 3 veces con TBS y se tiñeron los núcleos con DAPI (4 ',6-diamidino-2-
fenilindol) 0,5 µg/ml diluido en TBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron 
los cortes 2 veces con TBS y se cubrieron con un cubre-objetos en medio de montaje Dako Fluorescent 
Mounting Medium. Las imágenes de las tinciones se tomaron en el microscopio confocal Zeiss LSM 
510-META, con el objetivo acromático 40x o plan acromático 63x, y a una resolución de 1024x1024 
píxeles. El análisis de las imágenes se realizó con el software ImageJ.  

2.8.2. Inmunofluorescencia en células.  

Se realizó en cardiomiocitos de ratones neonatales cultivados sobre cubre-objetos, mantenidos en placas 
de cultivo de 24 pocillos. Tras la siembra, se dejó que los cardiomiocitos se adhiriesen, estableciesen 
prolongaciones y comenzaran a latir. En el caso de los experimentos para medir el flujo autofágico en 
cardiomiocitos, éstos se trataron con sulfato de hidroxicloroquina 30 µg/ml durante 24 horas. A 
continuación, se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 30 minutos en un incubador de CO2 a 37ºC. 
Se lavaron con PBS para eliminar el exceso de fijador y se desenmascararon los antígenos con una 
solución de urea al 5% en tampón Tris-HCl 0,1 mM a pH 9,5, durante 20 minutos a 95ºC. 
Posteriormente, las células se permeabilizaron con una solución de Triton™ X-100 al 0,1% en PBS y 
se bloquearon con una solución de suero de cabra al 10% y Triton X-100 al 0,01% en PBS, durante 1 
hora a temperatura ambiente. Seguidamente, se incubaron con el anticuerpo primario diluido en solución 
de bloqueo durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, las células se lavaron con PBS y se incubaron 
con el anticuerpo secundario fluorescente correspondiente diluido en solución de bloqueo, durante 1 
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hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, las células se tiñeron con DAPI 0,5 µg/ml 
diluido en PBS, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron 2 veces con PBS y se montaron 
sobre porta-objetos con medio de montaje Dako Fluorescent Mounting Medium. Las imágenes se 
tomaron en el microscopio confocal Zeiss LSM 510-META, con el objetivo acromático 40x o plan 
acromático 63x, y a una resolución de 1024x1024 píxeles. La intensidad de fluorescencia y el análisis 
de las imágenes se realizaron con el software ImageJ.  

2.9. Tinción de núcleos apoptóticos mediante el ensayo TUNEL. 

Se marcaron y detectaron núcleos apoptóticos en corazón y tibial anterior, tanto en ratones sedentarios 
como entrenados de 6 meses de edad, mediante marcaje TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl 
Transferase dUTP Nick end Labeling). Para ello, se utilizó el kit In Situ Cell Death Detection Kit, y se 
siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, en el caso del corazón, se desparafinaron y 
rehidrataron los cortes, tal y como se describe en la sección 2.8.1., y se incubaron con una solución con 
proteinasa K (20 μg/ml en Tris/HCL 10 mM, a pH 7,4), durante 15 minutos a temperatura ambiente. En 
el caso del tibial anterior, los cortes criopresevados se incubaron en la solución de fijación 
(paraformaldehído al 4% en PBS, a pH 7,4), durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron con 
PBS durante 30 minutos, y se incubaron en solución de permeabilización (Triton™ X-100 al 0,1% en 
citrato sódico al 0,1%), durante 2 minutos a 4ºC. Uno de los cortes se utilizó como control positivo, para 
lo que se trató con DNAsa I (3000U/ml), durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuación, 
todos los cortes, tanto de corazón como de tibial anterior, se lavaron con PBS dos veces y se añadió la 
reacción TUNEL del kit, durante 60 minutos a 37ºC y en oscuridad. Seguidamente, se lavaron los cortes 
con PBS 3 veces y se tiñeron con DAPI 0,5 µg/ml, diluido en PBS, durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. Se lavaron 2 veces con PBS y se montaron con un cubre-objetos en medio de montaje Dako 
Fluorescxent Mounting Medium. Las imágenes se tomaron en el microscopio de fluorescencia ZEISS 
AX10, con un objetivo plan apocromático 20x, conectado a una cámara ZEISS AxioCam MRm.  

2.10. Microscopía electrónica de transmisión. 

Preparación de la muestra: una vez fijados los tejidos (según el método descrito en el apartado 2.1.7), se 
cortaron en un vibratomo secciones de 200 µm de grosor para cada tejido, y éstas se enviaron al Servicio 
de Microscopía Electrónica del CBMSO. Allí, se llevó a cabo la inclusión de las muestras en la resina, 
así como su corte, tinción y visualización. Brevemente, se llevó a cabo una post-fijación de las muestras 
con tetróxido de osmio al 2% y ferricianuro potásico al 1%, durante 1 hora a 4ºC. Seguidamente, se 
lavaron con agua bidestilada estéril 3 veces y se marcaron con acetato de uranilo al 2%, durante 1 hora 
a temperatura ambiente. Tras volver a lavar las muestras, se deshidrataron mediante su incubación en 
distintas soluciones de etanol a concentraciones crecientes (30%, 50%, 70%, 95% y 3x 100%), durante 
10 minutos cada una a 4ºC. Finalmente, se incluyeron en una resina Epoxi TAAB 812, que polimerizó 
durante 2 días a 60ºC. Una vez incluidas en la resina, se cortaron los bloques en secciones ultrafinas de 
70 nm de grosor, utilizando el ultramicrotomo Ultracut UCT. Para aumentar el contraste, los cortes se 
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tiñeron con acetato de uranilo al 7%, durante 7 minutos y a temperatura ambiente; y con citrato de 
plomo, mediante procedimientos estandarizados.  

Toma y análisis de las imágenes: se tomaron imágenes a distintos aumentos en un microscopio 
electrónico de transmisión JEOL JEM-1400 Flash (Tokyo), acoplado a una cámara digital CMOS 
(4Kx4K) Oneview (Gatan). Los análisis se llevaron a cabo con el software ImageJ. Tanto en corazón 
como en cuádriceps, se midieron distintos parámetros relativos a la anatomía mitocondrial, según el 
método establecido por Picard, White y Turnbul (191). Concretamente, se midieron: área mitocondrial, 
perímetro mitocondrial, circularidad (hace referencia a cómo de curvo es el perímetro de un objeto) 
mitocondrial, redondez (hace referencia a cómo de parecido a un círculo es un objeto, siendo su diámetro 
el mismo en todas las direcciones) mitocondrial y diámetro de Feret (diámetro de mayor longitud que 
posee un objeto) mitocondrial. Además, se midió el número total de mitocondrias/área de tejido, así 
como el contenido mitocondrial (definido como la suma de todas las áreas de las mitocondrias/área de 
tejido). Por último, en el caso del corazón, se cuantificó el número de contactos establecidos entre 
mitocondrias/ número de mitocondrias totales, así como el número de gotas lipídicas/área de tejido, y el 
área de éstas. En el caso del cuádriceps, también se cuantificó el número de gotas lipídicas/área de tejido, 
así como la distancia entre líneas Z de los sarcómeros.  

2.11. Estadística. 

Para determinar si los datos siguieron una distribución normal, se realizó un test D’Agostino-Pearson, 
así como un test ROUT para eliminar posibles datos atípicos.  

En aquellos casos en los que los datos siguieron una distribución normal, éstos se representaron como 
la media y la desviación estándar. En aquellos otros en los que la distribución no fue normal, los datos 
se presentaron como la mediana, el rango intercuartílico, el valor máximo y mínimo.  

Para el análisis estadístico, en los grupos experimentales del estudio del entrenamiento, cuyos datos no 
siguieron una distribución normal, se empleó el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para determinar 
la existencia de diferencias significativas entre los grupos (factor grupo). Cuando se encontraron 
diferencias significativas en el test principal, se empleó un test post hoc de Dunn, para hallar las 
diferencias significativas específicas entre pares de grupos experimentales. Por otro lado, en los análisis 
realizados en los grupos de ratones del estudio temporal, así como otras comparaciones por pares de 
grupos experimentales, cuyos datos no siguieron una distribución normal, se empleó el test no 
paramétrico de la U de Mann Whitney para determinar la existencia de diferencias significativas entre 
pares de grupos. Por último, en el estudio del manejo de Ca2+ intracelular en cardiomiocitos, cuyos datos 
sí siguieron una distribución normal, se empleó el test paramétrico de la t de Student para determinar la 
existencia de diferencias significativas entre pares de grupos experimentales.  

Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa GraphPad Prism® 7 para Windows. 
Se asumió que las diferencias eran significativas cuando el p valor fue < 0,05.  
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Con el fin de determinar la dirección en el plano en la cual, para una variable dada, los datos de cada 
grupo experimental mostraron mayor variabilidad o dispersión, se realizó un análisis de componentes 
principales mediante el método descrito por Metsalu et al. (192), a través de la aplicación disponible en 
la página web https://biit.cs.ut.ee/clustvis/. Para visualizar la distribución de los datos y su densidad de 
probabilidad, se realizaron gráficos de violín (193) en la web http://shi ny.chemgrid.org/boxplotr/.  
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1. Evolución temporal de la capacidad aeróbica y muscular en los 
ratones Hq. 

Con el objetivo de evaluar la capacidad aeróbica y muscular de los ratones Hq y su progresión en el 
tiempo, se sometió a los ratones del estudio de la evolución temporal (de 2, 3 y 6 meses) a una batería 
de pruebas funcionales: test de coordinación y equilibrio en rotarod, capacidad locomotora en tapiz 
rodante, fuerza de agarre de las patas delanteras en hand-grip, y test de coordinación y agarre en barra 
horizontal. Además, en cada momento de evaluación, se determinó el peso y el porcentaje de pelo que 
cubría la superficie corporal.  

 

Figura 9. Evolución de la capacidad funcional. (A) Pruebas funcionales realizadas a ratones wild type (WT) y Harlequin 
(Hq) del estudio de la evolución temporal a 2, 3 y 6 meses: tiempo en caer del rotarod, velocidad de giro en el momento de la 
caída, disfunción de la capacidad locomotora en tapiz rodante, fuerza de las patas delanteras y puntuación en el test de la barra 
horizontal (barra de 6 mm). (B) Peso corporal y porcentaje de superficie corporal cubierta por pelo. Datos: para cada grupo 
experimental (2 meses, n=18 ratones; 3 meses, n=12 ratones; 6 meses, n=8-10 ratones) se representan la mediana y el rango 
intercuartílico, y para cada genotipo la línea de evolución temporal. Estadística: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; **** 
p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo control de su edad; #p<0,05 Hq 6 meses significativamente distinto de Hq 
2 meses (test U de Mann-Whitney). Abreviaturas: s, segundos; rpm, revoluciones por minuto; UA, unidades arbitrarias; g, 
gramos. 
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Los resultados del test rotarod mostraron que los ratones Hq tardaban un tiempo significativamente 
menor en caer de la rueda giratoria, en comparación a los ratones WT de su misma edad, en todos los 
momentos analizados (Fig.9A). Consecuentemente, la velocidad (rpm) a la que giraba la rueda cuando 
caían los ratones Hq fue significativamente menor que en el caso de los ratones WT a 3 y 6 meses de 
edad (Fig.9A). Por otro lado, en el test del tapiz rodante, los ratones Hq alcanzaron una puntuación total 
significativamente mayor que los WT de su edad (en los que la puntuación fue 0 en los tres momentos) 
a 2, 3 y 6 meses, lo cual significó una disfunción en la capacidad locomotora (Fig.9A). En cuanto al test 
de la fuerza de las patas delanteras, los ratones Hq mostraron una fuerza significativamente menor que 
los WT a todas las edades (Fig.9A). Por último, los ratones Hq alcanzaron una puntuación 
significativamente menor que los WT en el test de la barra horizontal a 2, 3 y 6 meses, que significó una 
peor coordinación y capacidad de agarre (Fig.9A). En general, se observó una tendencia a unos peores 
resultados y, por tanto, a una degeneración de la capacidad aeróbica y muscular de los ratones Hq a lo 
largo del tiempo, con la excepción de la fuerza en las patas delanteras.  

En lo relativo al peso, éste fue significativamente menor en los ratones Hq que en los WT de su misma 
edad a 2, 3 y 6 meses. Además, se vio que a partir de los 3 meses los ratones Hq dejaron de ganar peso, 
al contrario que lo que sucedía en ratones WT (Fig.9B). Por último, los ratones Hq presentaron un 
porcentaje de pelo corporal significativamente menor (entre un 25% y un 40%) que los WT a todas las 
edades (Fig.9B).  

2. Efectos del entrenamiento en la capacidad aeróbica y muscular de 
los ratones Hq. 

Los ratones fueron sometidos a un programa de entrenamiento que combinó ejercicios de resistencia y 
fuerza (descritos en la sección de materiales y métodos), durante un total de 8 semanas. Antes y después 
de llevar a cabo dicho programa, se evaluó la capacidad de los ratones con distintos test:  esfuerzo 
máximo en tapiz rodante y fuerza de agarre de las patas delanteras en hand-grip. Los resultados previos 
del laboratorio demostraron que el ejercicio físico produjo una mejora significativa en la capacidad 
aeróbica de los ratones Hq, así como en la fuerza muscular. Además, no se observó una mayor actividad 
de la proteína creatina quinasa en el suero de los ratones Hq, por lo que se descartó la existencia de daño 
muscular producido por el entrenamiento. Así, los resultados mostraron la efectividad del protocolo de 
entrenamiento utilizado (173).    

 

A partir de este punto, los resultados se dividen en dos bloques: las manifestaciones de la deficiencia de 
AIF en corazón; y las manifestaciones de la deficiencia de AIF en músculo esquelético. En cada uno de 
ellos se estudian las alteraciones moleculares producidas por la deficiencia de AIF en dicho tejido, así 
como los posibles efectos del programa de entrenamiento sobre el fenotipo.  
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3. Manifestaciones de la deficiencia de AIF en corazón y efectos del 
programa de entrenamiento.  

3.1. Análisis del perfil proteómico y de las modificaciones oxidativas 
postraduccionales.  

Para comenzar el estudio de las manifestaciones de la deficiencia de AIF en corazón, así como los 
posibles efectos que tiene el programa de entrenamiento, se llevó a cabo un análisis del perfil proteómico 
mediante marcaje iTRAQ 4 plex y posterior identificación por espectrometría de masas. Se realizó en 
los ratones del estudio de la intervención con entrenamiento: WT sedentarios (WT Sed), WT entrenados 
(WT Ent), Hq sedentarios (Hq Sed) y Hq entrenados (Hq Ent). A partir de los resultados obtenidos —
que indican la ratio de cambio en los niveles de proteína en los diferentes grupos experimentales con 
respecto al WT sedentario— se pudieron observar algunas proteínas cuyos niveles estaban alterados en 
los ratones Hq (en el material suplementario de la presente memoria se muestran las tablas con las 
proteínas alteradas más relevantes). Algunos de estos cambios se validaron posteriormente por western 
blot, con el fin de estudiar los procesos celulares relacionados con ellos, como se irá detallando a lo 
largo de los resultados.  

Además, se realizó otro análisis proteómico para observar posibles cambios en los niveles de 
modificaciones oxidativas postraduccionales en residuos de cisteína de proteínas, mediante marcaje 
iTRAQ 6 plex y posterior identificación por espectrometría de masas. El estudio se llevó a cabo en los 
grupos experimentales de ratones de 6 meses de edad del estudio de la evolución temporal: WT 
sedentarios y Hq sedentarios (en el material suplementario se muestran las tablas con las modificaciones 
más relevantes). Las diferencias en los niveles de las modificaciones observadas a partir de este análisis 
no se pudieron validar, pero a lo largo de los resultados se hará referencia a aquellas encontradas en 
proteínas relacionadas con los procesos celulares alterados en los ratones Hq.  

3.2. AIF y su función como inductora de muerte celular. 

3.2.1. Niveles de AIF. 

En primer lugar, se comenzó por comprobar en qué medida el corazón del ratón Hq presentaba una 
deficiencia en AIF, para lo que se midieron los niveles cardiacos de AIF por western blot en 
homogeneizados totales de los ratones del estudio de la evolución temporal. Se comprobó que los niveles 
de AIF en corazón de ratones Hq eran significativamente menores que en ratones WT de su misma edad, 
quedando aproximadamente un 5% de proteína residual respecto a éstos. Además, los niveles residuales 
de AIF se mantuvieron constantes a 2, 3 y 6 meses de edad (Fig.10A).  

A continuación, se llevó a cabo la detección de AIF mediante inmunofluorescencia en un cultivo de 
cardiomiocitos aislados de ratones neonatales. Se observó que, en los cardiomiocitos WT, AIF 
presentaba un patrón de localización similar al observado con el marcaje mitocondrial (detectado 
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mediante un anticuerpo contra la proteína ATP5A del CV). Sin embargo, en el caso de los 
cardiomiocitos Hq, la mayor parte de AIF se encontraba presente en los núcleos (Fig.10B). Esta 
observación sugirió que la proteína residual de AIF presente en los cardiomiocitos Hq neonatales estaba 
mayoritariamente migrando desde las mitocondrias al núcleo celular.  

 

Figura 10. Niveles y localización celular de AIF en corazón. (A) Niveles de AIF medidos por western blot en 
homogeneizados de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) del estudio de la evolución temporal (2, 3 y 6 meses, m). 
Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total de su carril estimada por tinción con Azul de 
Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=8 ratones) se representan la mediana y el rango intercuartílico, y para cada 
genotipo la línea de evolución temporal. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT de 2 meses. 
Estadística: *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su edad (test U 
de Mann-Whitney). (B) Detección de AIF (verde), ATP5A (rojo) y núcleos (DAPI, azul) mediante inmunofluorescencia en 
cardiomiocitos neonatales de ratones WT y Hq (objetivo 40x).   

3.2.2. Muerte celular.  

Puesto que la principal función conocida de AIF en el núcleo es la inducción de muerte celular, se 
analizó si la proteína residual de AIF localizada en el núcleo estaba dando lugar a unos mayores niveles 
de muerte en el corazón Hq. 
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3.2.2.1. Niveles de caspasa 3 y parthanatos. 

Para averiguar si podía estar teniendo lugar una activación de caspasas que tuviese como consecuencia 
la salida de AIF de la mitocondria, se determinaron por western blot los niveles de caspasa 3 en los 
ratones del estudio de la evolución temporal. Únicamente se observó la banda correspondiente a su 
zimógeno inactivo —pro caspasa 3— tanto en los ratones Hq como en los WT, pero no los fragmentos 
de 12 y 17 KDa que aparecen como consecuencia del corte proteolítico que sufre el zimógeno para su 
activación durante la apoptosis. A pesar de ello, se observaron unos niveles de aproximadamente el 
doble de la banda correspondiente a la pro caspasa 3 en los corazones Hq respecto a los WT a 2, 3 y 6 
meses (Fig.11). 

Con el objetivo de saber si la migración de AIF al núcleo se producía como consecuencia de la muerte 
celular tipo parthanatos, se midieron por western blot los niveles de polímeros de poli [ADP-ribosa] 
(PAR), generados por la activación de PARP-1, en los ratones del estudio de la evolución temporal. No 
se encontraron diferencias significativas en los niveles totales de polímeros entre los ratones Hq y WT 
a ninguna de las edades (Fig.11).  

 

Figura 11. Niveles de pro caspasa 3 y parthanatos en corazón. Niveles de pro caspasa 3 y polímeros de poli [ADP-ribosa] 
(PAR) medidos por western blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) del estudio de la 
evolución temporal (2, 3 y 6 meses, m). Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total de su carril 
estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=8 ratones) se representan la mediana y 
el rango intercuartílico, y para cada genotipo la línea de evolución temporal. Los valores se relativizaron respecto al promedio 
del grupo WT de 2 meses. Estadística: *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del 
grupo WT de su edad (test U de Mann-Whitney).  
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3.1.1.1. Niveles de anexinas.  

Gracias al análisis proteómico realizado en ratones WT y Hq del estudio de la intervención, se 
observaron cambios en varias proteínas pertenecientes a la familia de las anexinas —entre cuyas 
funciones destaca su implicación en el proceso de apoptosis (194, 195)—. Concretamente, se 
encontraron unos niveles superiores de las anexinas A1, A3, A5 y A11 en los ratones Hq respecto a los 
WT (material suplementario, Tabla S1). Se decidió validar los niveles de dos de ellas, la anexina A3 y 
la anexina A5, mediante western blot en los ratones del estudio de la evolución temporal. Se corroboró 
así que los niveles de ambas proteínas eran significativamente mayores en los ratones Hq que en los WT 
a 2, 3 y 6 meses de edad (Fig.12A). Además, se detectó la anexina A3 mediante inmunofluorescencia 
en cortes de tejido cardiaco de los ratones sedentarios del estudio de la intervención, con el fin de 
observar su localización celular. Se vio que, en el caso de los ratones WT, la anexina A3 se disponía de 
forma homogénea por todo el corazón. Sin embargo, en el caso de los Hq, se encontraba agregada y 
dispuesta principalmente alrededor de los núcleos (Fig.12B).  

 

Figura 12. Alteraciones en la familia de las anexinas en corazón. (A) Niveles de las proteínas ANXA3 y ANXA5 medidos 
por western blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) del estudio de la evolución 
temporal (2, 3 y 6 meses, m). Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total de su carril estimada 
por tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=8 ratones), se representan la mediana y el rango 
intercuartílico, y para cada genotipo la línea de evolución temporal. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo 
WT de 2 meses. Estadística: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de 
su edad (test U de Mann-Whitney). (B) Detección de ANXA3 (verde) y núcleos (DAPI, azul) mediante inmunofluorescencia 
en cortes de tejido cardiaco de ratones WT y Hq sedentarios del estudio de la intervención (objetivo 40x). Abreviaturas: ANXA, 
anexina. 
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3.1.2. Efectos del entrenamiento sobre los niveles de AIF y la muerte celular. 

Con el objetivo de analizar si el entrenamiento producía algún efecto sobre la cantidad residual de AIF 
en el ratón Hq, así como sobre los niveles de muerte celular, se midieron por western blot los niveles de 
AIF y caspasa 3 en los ratones del estudio de la intervención. No se observó ninguna diferencia 
significativa en los niveles residuales de AIF entre los ratones Hq entrenados y los sedentarios 
(Fig.13A). Tampoco se encontraron diferencias significativas en los niveles de pro caspasa 3 en los 
ratones Hq entrenados en comparación con los sedentarios (Fig.13A). Por otro lado, se llevó a cabo un 
marcaje mediante TUNEL, con el fin de detectar la posible fragmentación del ADN producida por la 
apoptosis. No se observaron núcleos marcados en los cardiomiocitos, ni en ratones WT ni en los Hq, 
tanto sedentarios como entrenados. Sin embargo, sí se detectaron núcleos marcados con TUNEL en la 
capa más externa de células, correspondiente al epicardio, de los ratones Hq, tanto sedentarios como 
entrenados, pero no de los ratones WT (Fig.13B). Por otro lado, previamente se había descartado la 
presencia de necrosis en el músculo, tanto por efecto de la deficiencia de AIF como del entrenamiento, 
debido a que los niveles de creatina quinasa plasmática fueron normales (173). Finalmente, el estudio 
proteómico no sugirió ningún efecto del entrenamiento sobre los niveles de las proteínas pertenecientes 
a la familia de las anexinas, ni en el caso de los ratones Hq entrenados respecto a los Hq sedentarios, ni 
en el de los WT entrenados respecto a los WT sedentarios (material suplementario, Tabla S1).  

 

En definitiva, los presentes datos indican que la inserción viral en el gen Aifm1 del ratón Hq produjo 
un déficit marcado de la proteína en el corazón, dejando unos niveles residuales de la misma de 
aproximadamente un 5%. Esta proteína residual migraría mayoritariamente desde las mitocondrias 
hasta los núcleos celulares, sin inducir la muerte celular en los cardiomiocitos —ni apoptosis, ni 
necrosis, ni parthanatos— aunque sí se detectó muerte en las células mesoteliales del epicardio de los 
ratones Hq. Además, el déficit de AIF indujo unos niveles mayores de pro caspasa 3 en tejido cardiaco, 
pero no su activación; así como de varias proteínas pertenecientes a la familia de las anexinas. Por 
último, el programa de entrenamiento utilizado no produjo cambios en los niveles de AIF ni tuvo efectos 
sobre la muerte celular en los ratones Hq.  
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Figura 13. Efectos del entrenamiento sobre los niveles de AIF y muerte celular en corazón. (A) Niveles de AIF y pro 
caspasa 3 medidos por western blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios 
(Sed) y entrenados (Ent), del estudio de la intervención. Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína 
total de su carril estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=10-12 ratones) se 
representan la mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. Los valores se relativizaron respecto al 
promedio del grupo WT Sed. Estadística: se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en cada gráfica) 
y las diferencias entre pares de grupos se determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 
****p<0,0001 para pares significativamente distintos). (B) Detección de núcleos apoptóticos mediante TUNEL (verde) y 
núcleos (DAPI, azul) en cortes de corazón de ratones WT y Hq, Sed y Ent, del estudio de la intervención (objetivo 20x).   

3.2. Fenotipo mitocondrial. 

3.2.1. Ultraestructura mitocondrial. 

Para estudiar las posibles alteraciones que la deficiencia de AIF podía causar en la ultraestructura de las 
mitocondrias, se llevó a cabo un análisis de éstas a partir de imágenes de microscopía electrónica 
tomadas en tejido cardiaco de ratones WT y Hq de 6 meses de edad (Fig.14A), y se midieron distintos 
parámetros para la caracterización de estos orgánulos.  

En primer lugar, se contó el número de mitocondrias presentes por superficie de tejido, y se observó un 
mayor número de mitocondrias en los ratones WT respecto a los Hq (Fig.14B). A continuación, se 
calculó el área mitocondrial y se observó que era mayor en ratones Hq que en ratones WT (Fig.14B). 
Además, un gráfico de violín en el que se representó la distribución de las mitocondrias en función del 
área mitocondrial mostró un patrón diferencial entre los ratones WT y los Hq, observándose una mayor 
acumulación de mitocondrias de menor área en los ratones WT y una mayor acumulación de 
mitocondrias de mayor área en los ratones Hq (Fig.14C). Sumando las áreas de todas las mitocondrias 
presentes en áreas de tejido iguales, se calculó el contenido mitocondrial total, resultando éste 
ligeramente mayor en los ratones Hq que en los WT (Fig.14B). Además, se midió el perímetro 
mitocondrial, que resultó mayor en los ratones Hq que en los WT (Fig.14B). Se midieron, por otro lado, 
la circularidad (parámetro que hace referencia a cómo de curvo es el perímetro de un objeto) y la 
redondez (parámetro que hace referencia a cómo de parecido a un círculo es un objeto, es decir, siendo 
su diámetro el mismo en todas las direcciones). En ambos casos se observaron niveles ligeramente 
mayores en los ratones WT respecto a los Hq (Fig.14B). También se midió el diámetro de Feret 
(entendido como la mayor distancia entre dos puntos de un objeto) mitocondrial, resultando ser mayor 
en los ratones Hq que en los WT, lo que indicaría unas mitocondrias más alargadas (Fig.14B). Por 
último, se midió el número de contactos que se establecen entre mitocondrias, normalizado por el 
número de mitocondrias presentes, y se vio que éste era mayor en ratones Hq que en ratones WT 
(Fig.14B).  
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Figura 14. Ultraestructura mitocondrial cardiaca. (A) Imágenes representativas de las mitocondrias de corazón de ratones 
wild type (WT) y Harlequin (Hq) de 6 meses, tomadas con el microscopio electrónico de transmisión a distintos aumentos (de 
izquierda a derecha: 5000x, 8000x y 15000x). (B) Variables relativas a la ultraestructura de las mitocondrias medidas con el 
software ImageJ: número de mitocondrias/área de tejido; contenido mitocondrial/área de tejido; área, perímetro, circularidad y 
redondez mitocondrial; diámetro mitocondrial de Feret; y número de contactos entre mitocondrias/nº de mitocondrias. Datos: 
para cada grupo experimental (n=3 ratones), se representan la mediana y los valores mínimo y máximo. Estadística: *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT (test U de Mann-Whitney). (C) Gráfico 
de violín que representa la distribución de todos los datos del área mitocondrial (de los 3 ratones de cada grupo) y su densidad 
de probabilidades, así como la mediana y el rango intercuartílico. (C) Análisis por componentes principales realizado a partir 
de todos los parámetros medidos en la gráfica B. Se muestra que los ratones WT y los Hq conforman dos entidades diferentes 
y no solapantes en lo que a la ultraestructura mitocondrial se refiere. Abreviaturas: UA, unidades arbitrarias. 
 
Todos los parámetros mencionados fueron medidos en un total de 3 ratones WT y 3 ratones Hq, y en 
varias imágenes por ratón, obteniendo un total de aproximadamente 100 mitocondrias en cada grupo 
experimental. Debido al bajo número de animales analizados (n=3), no fue posible encontrar diferencias 
significativas entre los ratones WT y Hq. Sin embargo, el análisis estadístico realizado en la población 
de mitocondrias de cada grupo experimental (n=100) sí demostró diferencias significativas en los 
siguientes parámetros: número de mitocondrias por área de tejido (p<0,0001); área mitocondrial 
(p<0,0001); perímetro mitocondrial (p<0,0001); redondez mitocondrial (p=0,0005); diámetro de Feret 
mitocondrial (p<0,0001); y número de contactos entre mitocondrias (p=0,036). 
 
Por otro lado, dado que el número de ratones analizados constituyó una muestra muy pequeña con 
relación a un gran número de variables, se llevó a cabo un análisis por componentes principales (PCA, 
principal component analysis) para inferir si los ratones WT y los Hq conforman entidades diferentes 
en lo que a la ultraestructura de las mitocondrias se refiere. Este análisis permite reducir un número 
elevado de parámetros medidos o dimensiones a un número pequeño de componentes principales más 
manejable, conservando la mayor parte de información posible. La gráfica generada a partir del PCA 
permitió ver que los ratones WT y los Hq conforman, cada uno, una entidad diferente, sin existir 
solapamiento entre ambos grupos (Fig.14D). Esto significa que, con un 95% de probabilidad, una nueva 
medida realizada en una muestra de alguno de los dos grupos experimentales caerá dentro del área 
correspondiente a su grupo.  

3.2.2. Dinámica y biogénesis mitocondrial.  

El hecho de que las mitocondrias de los ratones Hq tuviesen una mayor área y perímetro mitocondrial 
que las de ratones WT, así como una menor redondez, un mayor diámetro de Feret y un mayor número 
de contactos entre ellas, llevó a pensar en un posible aumento de la fusión mitocondrial. Por ello, se 
midieron por western blot los niveles de la proteína implicada en fusión, MFN2, en los ratones del 
estudio de la evolución temporal. Se comprobó que éstos eran significativamente mayores en los ratones 
Hq que en los WT a 2 y 6 meses de edad. Sin embargo, a 3 meses de edad no se encontraron diferencias 
entre los grupos (Fig.15A). Por otro lado, para comprobar si los ratones Hq presentaban un mayor 
contenido mitocondrial que los WT, se midieron los niveles de varias proteínas mitocondriales que son 
habitualmente utilizadas como indicadoras de contenido mitocondrial: la porina VDAC1, HSP60 y CS. 
Se encontraron unos niveles mayores de VDAC1 en los ratones Hq que en los WT de su edad, siendo la 
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diferencia significativa a 6 meses. Además, los niveles de VDAC1 aumentaron con la edad en los ratones 
Hq, siendo mayores a 6 que a 2 meses (Fig.15A). Sin embargo, no se observaron diferencias en los 
niveles de HSP60 y CS entre los ratones Hq y WT a ninguna edad (Fig.15A). Por otro lado, se midieron 
los niveles del ARNm de Pgc1α —principal regulador de la biogénesis mitocondrial— en ratones de 2 

y 6 meses. Se encontraron unos niveles menores de Pgc1α en los ratones Hq respecto a los WT, siendo 

significativa la diferencia únicamente a 6 meses de edad (Fig.15B).  

 

Figura 15. Dinámica y contenido mitocondrial en corazón. (A) Niveles de las proteínas MFN2, VDAC1, HSP60 y CS 
medidos por western blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) del estudio de la 
evolución temporal (2, 3 y 6 meses, m). (B) Niveles de ARNm de Pgc1α medidos mediante QuantiGene Plex en ratones WT 
y Hq del estudio de la evolución temporal (2 y 6 meses). Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína 
total del carril estimada mediante tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental ([A] n=8 ratones; [B] 
n=5-6 ratones) se representan la mediana y el rango intercuartílico, y para cada genotipo la línea de evolución temporal. Los 
valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT de 2 meses y, además, en (B) respecto a la expresión de genes 
endógenos. Estadística: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su 
edad; #p<0,05 Hq 6 meses significativamente distinto de Hq 2 meses (test U de Mann-Whitney). 
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3.2.3. Efectos del entrenamiento sobre la dinámica y el contenido mitocondrial. 

Con el fin de averiguar si el entrenamiento podía tener algún efecto sobre la fusión o el contenido 
mitocondrial, se cuantificaron los niveles de OPA1, VDAC1, HSP60 y CS en los ratones del estudio de 
la intervención. Respecto a OPA1, se cuantificaron todas las bandas correspondientes a las formas cortas 
y largas de la proteína y se sumaron (ya que no se observó un patrón diferencial entre ellas, ni por efecto 
del entrenamiento ni del genotipo). Aunque el test estadístico principal mostró diferencias entre grupos 
(p=0,0006), el test post hoc no detectó diferencias significativas por efecto del entrenamiento, ni en los 
ratones WT ni en los Hq (Fig.16). Sin embargo, sí se observaron unos niveles de OPA1 
significativamente mayores en los ratones Hq que en los ratones WT sedentarios, tal y como se había 
visto para la proteína MFN2 en el estudio de la evolución temporal. Por otro lado, se observaron cambios 
significativos en los niveles de VDAC1 (p=0,0015), con más VDAC1 en los ratones Hq que en los WT 
sedentarios. Asimismo, se detectó un efecto del entrenamiento en los niveles de VDAC1 en los ratones 
WT entrenados respecto a los WT sedentarios, adaptación que no se observó en los ratones Hq (Fig.16). 
Respecto a HSP60 y CS, en ambas variables se detectaron cambios significativos en el test principal 
(p=0,0005 y p=0,0006, respectivamente). En el caso de HSP60, con el test post hoc no se detectaron 
diferencias entre los ratones entrenados y sedentarios, ni en los Hq ni en los controles. Sin embargo, sí 
se vieron unos niveles significativamente menores de HSP60 en los ratones Hq entrenados respecto a 
los WT entrenados (Fig.16). Por último, el test post hoc no reveló diferencias significativas en los niveles 
de CS entre los ratones entrenados y sedentarios, ni en el caso de los WT ni en el de los Hq; pero sí se 
vieron unos mayores niveles en los ratones Hq entrenados respecto a los WT (Fig.16).  
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Figura 16. Efectos del entrenamiento sobre la dinámica y el contenido mitocondrial en corazón. Niveles de OPA1, 
VDAC1, HSP60 y CS medidos por western blot en homogenizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), 
sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del estudio de la intervención. Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por 
la proteína total del carril estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=10-12 ratones) 
se representan la mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. Los niveles se relativizaron respecto al 
promedio del WT Sed. Estadística: se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en cada gráfica), y las 
diferencias entre pares de grupos se determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 
para pares significativamente distintos).  

En conclusión, la deficiencia de AIF en corazón indujo un cambio en el fenotipo mitocondrial del ratón 
Hq, con un posible aumento de la fusión mitocondrial, lo que daría lugar a un menor número de 
mitocondrias que tendrían un mayor tamaño y diámetro de Feret, y más conectadas entre sí que en los 
animales WT. Sin embargo, la ausencia de cambios significativos observada en las proteínas HSP60 y 
CS por efecto de la enfermedad, y los menores niveles de ARNm de Pgc1α, impiden concluir que exista 
un aumento de la biogénesis mitocondrial en los ratones Hq que dé lugar a un mayor contenido 
mitocondrial. Por último, el entrenamiento no mostró efectos relevantes sobre la fusión ni el contenido 
mitocondrial en el corazón de los ratones Hq. 

3.3. Alteraciones en la distribución de lípidos.  

Las imágenes de tejido cardiaco tomadas en el microscopio electrónico de transmisión revelaron una 
posible alteración en la cantidad de gotas lipídicas presentes en los ratones Hq (Fig.17A). Por ello, se 
cuantificó el número de gotas lipídicas/área de tejido, así como el área promedio de las mismas. En 
cuanto al número de gotas lipídicas/área de tejido, aunque la diferencia no resultó estadísticamente 
significativa debido a que el análisis se realizó con n=3 ratones (Fig.17B), si se tiene en cuenta el número 
de imágenes analizadas (aproximadamente 40 por genotipo), la diferencia sí resulta significativa 
(p<0,0001), lo que podría sugerir una tendencia a que los corazones de ratones Hq presenten un mayor 
número de gotas lipídicas que los WT. En cuanto al área de éstas, no se encontraron diferencias 
significativas entre los ratones WT y Hq (Fig.17B).  
Además, el estudio proteómico llevado a cabo en los ratones del estudio de la intervención indicó un 
nivel mayor de dos proteínas pertenecientes a la familia de proteínas de unión a ácidos grasos (FABP, 
fatty acid binding proteins) en los ratones Hq respecto a los WT (material suplementario, Tabla S2). 
Para validar esta diferencia, se midió la expresión de ARNm de una de ellas, Fabp4, en ratones de 2 y 
6 meses, observándose unos niveles mayores en los ratones Hq que en los WT a ambas edades, y siendo 
significativa la diferencia a 2 meses (Fig.17C). Por otro lado, los valores del estudio proteómico 
correspondientes a los ratones WT entrenados respecto a los WT sedentarios, así como los Hq 
entrenados respecto a los Hq sedentarios, no sugirieron ningún efecto del entrenamiento sobre estas 
proteínas (material suplementario, Tabla S2).  
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Figura 17. Distribución de lípidos en corazón. (A) Imágenes de microscopía electrónica de transmisión representativas de 
tejido cardiaco de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) de 6 meses (5000x) del estudio de la evolución temporal. Las 
flechas rojas indican gotas lipídicas. (B) Número promedio de gotas lipídicas/área de tejido y área de las gotas lipídicas, en 
ratones WT y Hq de 6 meses, medidos en imágenes de microscopía electrónica de transmisión. (C) Niveles de ARNm de Fabp4 
medidos mediante QuantiGene Plex en ratones WT y Hq del estudio de la evolución temporal (2 y 6 meses). Datos: (B) para 
cada grupo experimental (n=3 ratones) se representan la mediana, el valor mínimo y máximo. Los valores se relativizaron 
respecto al promedio del grupo WT. (C) para cada grupo experimental (n=5-6 ratones) se representan la mediana y el rango 
intercuartílico, y para cada genotipo la línea de evolución temporal. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo 
WT de 2 meses y a la expresión de genes endógenos. Estadística: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 Hq 
significativamente distinto del grupo WT de su edad (test U de Mann-Whitney).  

3.4. Sistema OXPHOS. 

Está ampliamente descrito que la deficiencia de AIF da lugar a una disfunción de la CTE, que afecta 
principalmente al CI, lo cual tiene como consecuencia un déficit en la generación de ATP. Sin embargo, 
esta disfunción no ocurre en la misma medida en todos los tejidos del ratón Hq, siendo más acusada en 
el sistema nervioso y la retina. En el caso del corazón del ratón Hq, no está totalmente dilucidado en qué 
medida la deficiencia de AIF afecta a la función OXPHOS. Por esta razón, en esta tesis doctoral se 
estudiaron varios parámetros relacionados con el sistema OXPHOS.  
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3.4.1. Niveles de proteínas implicadas en el sistema OXPHOS. 

El análisis proteómico realizado en los ratones del estudio de la intervención mostró numerosas proteínas 
—en mayor medida pertenecientes al complejo I, y en menor medida al III y IV— cuyos niveles parecían 
ser moderadamente menores en los ratones Hq sedentarios que en los WT sedentarios (material 
suplementario, Tabla S3). A partir de estos datos, se procedió a validar por western blot los niveles de 
algunas de ellas, así como otras que no fueron identificadas en el análisis proteómico, pertenecientes a 
distintos complejos de la CTE y de la ATP sintasa, en homogeneizados totales de corazón de los ratones 
del estudio de la evolución temporal. Se observó que todas ellas —NDUFB8, NDUFS1, SDHB, CORE2, 
COX1 y ATP5A— presentaban niveles similares en los ratones Hq y los WT de su misma edad, a 2, 3 
y 6 meses (Fig.18A).  

La principal hipótesis que explica cómo AIF regula la función OXPHOS es mediante su interacción con 
la proteína CHCHD4. Ésta participa en una ruta de importe de ciertas proteínas a la mitocondria, algunas 
de las cuales forman parte de los complejos de la CTE. Para saber si las subunidades de los complejos 
que se importan a través de esta ruta podían estar afectadas en corazón, se cuantificaron por western blot 
los niveles de una de ellas —NDUFB7, la cual forma parte del CI— en homogeneizados totales de los 
ratones de la evolución temporal. Los resultados no mostraron diferencias significativas en los niveles 
de NDUFB7 entre los ratones Hq y WT de su edad, a 2, 3 y 6 meses (Fig.18A). Sin embargo, los niveles 
de CHCHD4 sí resultaron ser significativamente menores en los ratones Hq a todas las edades, siendo 
aproximadamente la mitad que los de ratones WT de su edad (Fig.18A). Además, se observó un menor 
nivel de ARNm de Chchd4 en ratones Hq de 2 y 6 meses en comparación a los WT de su misma edad, 
si bien la diferencia fue estadísticamente significativa únicamente a 2 meses (Fig.18B).  

3.4.2. Efectos del entrenamiento sobre los niveles de proteínas implicadas en el sistema 
OXPHOS.  

Los datos del análisis proteómico no sugirieron diferencias significativas en los ratones Hq entrenados 
respecto a los Hq sedentarios, ni en los WT entrenados respecto a los WT sedentarios (material 
suplementario, Tabla S3). Para validar estos datos, se midieron por western blot los niveles de 
NDUFB8, SDHB, CORE2, COX1 y ATP5A en homogeneizados totales de corazón de los ratones del 
estudio de la intervención. Efectivamente, no se observaron diferencias significativas para ninguna de 
estas proteínas entre los ratones entrenados y los sedentarios, ni en los Hq ni en los controles (Fig.19). 
Por último, se comprobó que el entrenamiento tampoco producía cambios en los niveles de CHCHD4, 
ni en los ratones WT ni en los Hq entrenados respecto a sus controles sedentarios (Fig.19).  
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Figura 18. Proteínas implicadas en el sistema OXPHOS en corazón. (A) Niveles de diferentes subunidades representativas 
de los complejos OXPHOS, y de CHCHD4, medidos por western blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type 
(WT) y Harlequin (Hq) del estudio de la evolución temporal (2, 3 y 6 meses, m). (B) Niveles de ARNm de Chchd4 medidos 
mediante QuantiGene Plex en ratones WT y Hq del estudio de la evolución temporal (2 y 6 meses). Densitometría: el valor de 
cada banda fue normalizado por la proteína total del carril estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo 
experimental ([A] n=8 ratones; [B] n=5-6 ratones) se representan la mediana y el rango intercuartílico, y para cada genotipo la 
línea de evolución temporal. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT de 2 meses y, además, en (B) 
respecto a la expresión de genes endógenos. Estadística:  *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq 
significativamente distinto del grupo WT de su edad (test U de Mann-Whitney). 
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Figura 19. Efectos del entrenamiento sobre el sistema OXPHOS en corazón. Niveles de NDUFB8, SDHB, CORE2, COX1, 
ATP5A y CHCHD4, medidos por western blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), 
sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del estudio de la intervención. Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por 
la proteína total del carril estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=10-12 ratones), 
se representan la mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. Los valores se relativizaron respecto al 
promedio del grupo WT Sed. Estadística: se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en cada gráfica), 
y las diferencias entre pares de grupos se determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 
****p<0,0001 para pares significativamente distintos).  

3.4.3. Ensamblaje de los supercomplejos OXPHOS 

A continuación, se estudió si la formación de supercomplejos del sistema OXPHOS podía estar afectada 
por la deficiencia de AIF, para lo que se separaron los distintos complejos y supercomplejos mediante 
BN-PAGE. Para ello, se prepararon fracciones enriquecidas en mitocondrias procedentes de tejido 
cardiaco de ratones de 6 meses de edad. Debido a la cantidad limitada de tejido disponible, este estudio 
se realizó con un pool de 8 fracciones mitocondriales de ratones Hq y otro de 8 fracciones de ratones 
WT. En primer lugar, se realizó una electroforesis en condiciones nativas en una primera dimensión 
(1D-BN-PAGE) y una posterior inmunodetección con anticuerpos de proteínas estructurales 
representativas de todos los complejos: NDUFB8, NDUFA9, NDUFB7, CORE2, COX1, ATP5A y 
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SDHA (Fig.20A). Puesto que los animales WT, así como los Hq, se analizaron de manera conjunta en 
un solo pool, no se pudo hacer un análisis estadístico de las diferencias observadas, pero el estudio se 
realizó en dos replicados técnicos distintos que mostraron los mismos hallazgos. Concretamente, todas 
las subunidades del CI detectadas —NDUFB8, NDUFA9 y NDUFB7— sugirieron unos niveles 
menores del complejo, tanto en la forma libre como formando parte del supercomplejo I+III2 y del 
respirasoma (I+III2+IV1-4), en los ratones Hq respecto a los WT (Fig.20B). Además, se observó una 
tendencia a que los ratones Hq presentasen una menor cantidad de respirasoma que de CI libre, en 
comparación con los ratones WT. También se observaron niveles menores de la proteína CORE2 en los 
ratones Hq, tanto en forma del CIII libre como formando parte del supercomplejo I+III2 y del 
respirasoma (Fig.20B). En el caso del CIV, la detección de COX1 sugirió niveles menores en ratones 
Hq, pero únicamente formando parte del respirasoma. Sin embargo, se produjo una acumulación del 
CIV en su forma libre monomérica y dimérica (Fig.20B). Por último, para la ATP sintasa, se encontraron 
niveles menores de la proteína ATP5A en los ratones Hq, en la forma monomérica (V1) y dimérica (V2), 
pero no se observaron diferencias en la subunidad F1 del CV (Fig.20B).  

A continuación, con el fin de calcular la ratio entre el respirasoma y el complejo libre de las subunidades 
del CI, se realizó una electroforesis en condiciones desnaturalizantes en una segunda dimensión (2D-
BN/SDS-PAGE) y posterior inmunodetección de las proteínas NDUFA9, NDUFS1 y NDUFB7 
(Fig.20C). Así, se vio que los ratones Hq presentaron una menor ratio respirasoma/complejo libre 
respecto a los ratones WT, confirmando la tendencia observada en la 1D-BN-PAGE (Fig.20D). Por 
último, no se observó la acumulación de ningún intermediario de los complejos de bajo peso molecular 
para ninguna de las proteínas detectadas (Fig.20C).  

3.1.1. Actividad enzimática de los complejos del sistema OXPHOS. 

Se llevó a cabo una determinación de la actividad enzimática de cada uno de los complejos de la CTE, 
de la ATP sintasa y de la proteína de matriz CS, en homogeneizados totales de corazón de ratones WT 
y Hq de 6 meses de edad del estudio de la evolución temporal. Debido a la limitación de muestra 
disponible, se prepararon pools por pares, a partir de 8 ratones de cada genotipo, obteniendo así 4 
muestras Hq y 4 WT. Las medidas de actividad de los complejos fueron normalizadas por la actividad 
de CS, que refleja el contenido mitocondrial de cada muestra. Los datos no mostraron diferencias 
significativas en la actividad de ninguno de los complejos en los ratones Hq respecto a los WT 
(Fig.21A). A continuación, para tener una segunda confirmación de que no existían diferencias de 
actividad de los complejos CI y CIV —aquellos que se han descrito como afectados principalmente en 
otros tejidos por la deficiencia de AIF— se midió su actividad en fracciones mitocondriales de ratones 
de 6 meses de edad. Debido a la limitación de muestra disponible, se preparó un pool de fracciones 
mitocondriales procedentes de 8 ratones WT y otro de 8 ratones Hq. No se observaron diferencias en la 
actividad del CI y el CIV en los ratones Hq respecto a los WT (Fig.21B).  



 

Resultados 

112 
 

 



 

Resultados 

113 
 

Figura 20. Ensamblaje de supercomplejos OXPHOS en corazón. (A) Electroforesis en condiciones nativas en primera 
dimensión (1D-BN-PAGE) y posterior inmunodetección con anticuerpos de proteínas representativas de todos los complejos 
(NDUFB8, NDUFA9, NDUFB7, SDHA, CORE2, COX1 y ATP5A) en fracciones enriquecidas en mitocondrias de corazones 
de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) de 6 meses de edad del estudio de la evolución temporal. Se muestran las bandas 
correspondientes al CII, al CIV en su forma monomérica, al CIII y CIV en su forma dimérica, al CI en su forma monomérica, 
al supercomplejo CI+CIII2 y al respirasoma (CI+CIII+CIV). (B) Cuantificación de los niveles de cada una de las bandas de la 
1D-BN-PAGE. Se representan los datos y la mediana de las dos réplicas técnicas de la muestra Hq, relativizados respecto a la 
media del grupo WT (n=2 pools de 8 ratones cada uno). (C) Electroforesis en condiciones desnaturalizantes en segunda 
dimensión (2D-BN/SDS-PAGE) y posterior inmunodetección con anticuerpos de las proteínas NDUFB7, NUDFS1 y 
NDUFA9. Se muestran las bandas correspondientes al CI en su forma monomérica, al supercomplejo CI+CIII2 y al respirasoma. 
(D) Cuantificación de la ratio respirasoma/complejo libre de las bandas correspondientes a la detección de las proteínas del CI 
en la 2D-BN/SDS-PAGE. Se representan los datos y la mediana de las dos réplicas técnicas de la muestra Hq, relativizados 
respecto a la media del grupo WT (n=2 pools de 8 ratones cada uno).  

 

Figura 21. Actividad enzimática de los complejos del sistema OXPHOS en corazón. (A) Actividad enzimática de los 
complejos OXPHOS y CS, medidos en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) de 6 meses 
del estudio de la evolución temporal. (B) Actividad enzimática de CI y CIV medida en fracciones mitocondriales de tejido 
cardiaco de ratones WT y Hq de 6 meses. Datos: (A) para cada grupo experimental (n=4 pools de 2 ratones cada uno) se 
representan la mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. (B) para cada grupo experimental (n=1 pool 
de 8 ratones) se representa un dato único. Los valores de cada grupo experimental están relativizados respecto a la media del 
grupo WT y respecto a la actividad de CS. Estadística: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 Hq significativamente 
distinto del grupo WT de su edad (test U de Mann-Whitney).  

3.1.2. Consumo de O2 en cardiomiocitos neonatales.  

Con el fin de terminar de dilucidar si la deficiencia de AIF causa algún tipo de defecto en la función del 
sistema OXPHOS en corazón del ratón Hq, se llevó a cabo un análisis del consumo de O2 a tiempo real 
mediante respirometría de alta resolución. Para ello, se aislaron y cultivaron cardiomiocitos de ratones 
neonatales de 3 días de edad, tanto Hq como WT. Se midió el consumo de O2 en tiempo real (OCR) de 
forma basal y tras inyecciones sucesivas de oligomicina, FCCP, y una mezcla de rotenona y antimicina 
A (Fig.22A). Los ensayos no mostraron diferencias significativas en ninguno de los parámetros 
calculados (tasa de consumo de O2 basal, tasa de consumo de O2 máxima, tasa de consumo de O2 sensible 
a oligomicina, respiración no mitocondrial y escape de protones) entre las células Hq y WT (Fig.22B). 
Además, se midió la tasa de acidificación del medio de cultivo (ECAR), de forma basal y tras la adición 
de oligomicina y FCCP, sin encontrarse diferencias significativas entre los cardiomiocitos WT y Hq 
(Fig.22C). Por último, se midieron los niveles de la proteína GAPDH en los ratones del estudio de la 
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evolución temporal, y no se encontraron diferencias significativas entre los ratones Hq y WT de su 
misma edad, ni a 2, 3, ni a 6 meses (Fig.22D). Por tanto, los datos del ECAR y los niveles de GAPDH 
indicarían una capacidad glucolítica similar entre los ratones Hq y WT.  

 
Figura 22. Consumo de oxígeno y acidificación del medio en cardiomiocitos. (A) Tasa de consumo de O2 (OCR) basal y 
tras sucesivas inyecciones de oligomicina, FCCP, y rotenona y antimicina A, en cardiomiocitos wild type (WT) y Harlequin 
(Hq) de ratones neonatales. (B) OCR basal, máxima y sensible a oligomicina (OL), escape de protones y respiración no 
mitocondrial. (C) Tasa de acidificación del medio (ECAR) basal y tras la adición de oligomicina y FCCP. Todos los parámetros 
fueron determinados con el Seahorse XF Analyzer, normalizados por la cantidad de proteína por pocillo y expresados como 
pmol O2 consumido/min/mg (OCR) o mpH/min (ECAR). (D) Niveles de GAPDH, medidos por western blot en 
homogeneizados de corazón de ratones WT y Hq del estudio de la evolución temporal (2, 3 y 6 meses, m). Densitometría: el 
valor de cada banda fue normalizado por la proteína total del carril estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: (A), 
(B) y (C) para cada grupo experimental (n=3 cultivos de cardiomiocitos de ratones diferentes) se representan la mediana, el 
valor mínimo y máximo. (D) Para cada grupo experimental (n=8 ratones) representan la mediana y el rango intercuartílico, y 
para cada genotipo la línea de evolución temporal. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT de 2 meses. 
Estadística: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su edad (test U 
de Mann-Whitney).  
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En resumen, todos los datos obtenidos parecen indicar que no existe un defecto relevante en la síntesis 
de subunidades de los complejos OXPHOS. Sin embargo, sí se observó un fallo en el ensamblaje del CI 
y el CIII, tanto en su forma libre como formando parte del supercomplejo I+III2 y del respirasoma. 
También parece existir un déficit en el ensamblaje de la ATP sintasa, tanto en su forma monomérica 
como dimérica. No obstante, este fallo en el ensamblaje de los complejos CI, CIII y CV no parece afectar 
de forma significativa a su actividad ni a la respiración mitocondrial, así como tampoco indujo un 
cambio hacia un metabolismo más glucolítico. Por otro lado, el protocolo de entrenamiento no produjo 
ninguna adaptación en los niveles de ninguna de las proteínas medidas para ninguno de los complejos 
de la CTE ni de la ATP sintasa.  

3.2. Alteraciones en los niveles de aminoácidos y otros metabolitos.  

Se midió la concentración de aminoácidos y otros metabolitos en homogeneizados totales de corazón de 
los ratones sedentarios del estudio de la intervención, mediante cromatografía líquida de alta eficacia. 
Se observaron niveles más altos en muchos de ellos en los ratones Hq respecto a los WT, siendo los 
aminoácidos treonina, serina, glicina, alanina, valina, leucina y lisina los que presentaron una mayor 
diferencia. Esta diferencia solamente resulto estadísticamente significativa en los casos de la treonina, 
serina, glicina y valina (Tabla 5).  

Tabla 5. Concentración de aminoácidos y otros metabolitos presentes en tejido cardiaco de los ratones sedentarios del 
estudio de la intervención.  

Metabolito [WT] μmol/L [Hq] μmol/L p valor 
Fosfoserina 11,5 ± [8,5-12,0] 13,0 ± [10,9-13,6]  0,095 
Taurina 1549,9 ± [1349,4-1678,8] 1747,9 ± [1518,5-1803,5] 0,095 
Fosfoetanolamina 20,9 ± [13,2-23,3] 21,8 ± [17,9-25,2] 0,548 
Urea 206,7 ± [144,2-245,5] 275,9 ± [215,1-279,2] 0,095 
Treonina 14,3 ± [12,9-15,6] 22,3 ± [19,5-25,5] 0,008 ** 
Serina 17,0 ± [15,5-17,8] 22,4 ± [20,1-24,9] 0,016 * 
Asparagina 7,9 ± [3,3-9,4] 9,2 ± [6,9-11,4] 0,309 
Glutamato 192,6 ± [159,1-227,5] 211,4 ± [191,5-252,9] 0,309 
Glutamina 206,7 ± [171,4-310,3] 294,9 ± [234,9-303,3] 0,309 
Sarcosina 955,1 ± [783,3-1136,3] 1269,5 ± [771,5-1400,0] 0,151 
Glicina 24,4 ± [20,6-26,2] 41,2 ± [36,6-42,8] 0,007 ** 
Alanina 131,5 ± [97,9-158,7] 170,5 ± [135,3-209,2] 0,095 
Citrulina 7,0 ± [5,5-8,9] 7,1 ± [6,3-8,0] 0,690 
Valina 4,8 ± [4,2-6,0] 10,4 ± [7,4-10,5] 0,031 * 
Metionina 4,1 ± [2,9-4,6] 5,2 ± [3,7-5,5] 0,222 
Isoleucina 9,0 ± [6,8-10,2] 11,6 ± [9,6-12,2] 0,151 
Leucina 13,6 ± [8,2-13,9] 18,5 ± [14,1-19,1] 0,056 
Tirosina 4,9 ± [4,2-6,3] 6,5 ± [5,3-7,0] 0,309 
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Fenilalanina 5,8 ± [4,8-6,2] 5,2 ± [4,5-6,3] 0,690 
Homocisteína 0,6 ± [0,5-0,7] 0,7 ± [0,6-0,8] 0,190 
GABA 2,5 ± [1,5-2,7] 0,6 ± [0,4-3,7] 0,486 
Amonio 313,9 ± [253,2-345,7] 336,9 ± [288,9-339,2] >0,99 
Ornitina 1,6 ± [0,8-2,3] 2,0 ± [1,5-2,6] 0,413 
Lisina 24,4 ± [20,6-25,0] 27,9 ± [23,4-33,3] 0,095 
Histidina 7,4 ± [6,7-10,2] 10,0 ± [8,6-11,3]  0,222 
Arginina  16,2 ± [13,1-18,0] 17,8 ± [16,5-22,0] 0,309 
N-leucina 6,9 ± [3,7-16,8] 12,6 ± [9,9-32,4] 0,393 

Los datos se expresan como la mediana ± el rango intercuartílico de los distintos metabolitos para cada grupo experimental 
(n=5 ratones). Se muestra el p valor de cada comparación entre los grupos WT y Hq para cada metabolito (test U de Mann 
Whitney; * p<0,05; ** p<0,01).  

3.3. Alteraciones del grupo hemo.  
 
El análisis proteómico realizado en el corazón de los ratones del estudio de la intervención permitió 
detectar niveles alterados de algunas proteínas relacionadas con la biosíntesis y el transporte del grupo 
hemo en los animales Hq. Diferentes subunidades de la hemoglobina —concretamente las subunidades 
HBA-A1, HBA, HBB-B1, HBB-B2 y HBB-BS—mostraron unos niveles menores en los ratones Hq 
sedentarios que en los WT sedentarios (material suplementario, Tabla S4). A la vista de estos datos, se 
decidió validar los niveles de hemoglobina β mediante western blot. Aunque las diferencias encontradas 
no resultaron significativas, se vio una tendencia (p=0,08 a 3 meses) a presentar unos niveles menores 
de hemoglobina β en los ratones Hq respecto a los WT a partir de los 3 meses de edad (Fig.23A). 
Además, se midieron los niveles de ARNm de la Mioglobina en ratones de 2 y 6 meses, encontrándose 
en ambos casos unos niveles menores en los ratones Hq respecto a los WT, aunque la diferencia 
únicamente resultó significativa a 6 meses (Fig.23B). Además, el estudio proteómico también indicó 
alteraciones en otras proteínas relacionadas con la biosíntesis y el transporte del grupo hemo y el hierro. 
Concretamente, se vieron unos niveles menores de ferroquelatasa (FECH), unos niveles mayores de 
hemopexina (HPX) y unos niveles mayores de serotransferrina (TF) en los ratones Hq sedentarios que 
en los WT sedentarios (material suplementario, Tabla S4).  
Por otro lado, el análisis proteómico de las modificaciones oxidativas realizado en ratones WT y Hq de 
6 meses de edad permitió detectar algunas diferencias en los niveles de oxidación de cisteínas entre 
ambos grupos experimentales en algunas de estas proteínas. Concretamente, se observó mayor oxidación 
(detectada como carbamidometilación) de 7 residuos cisteína de la serotransferrina en los ratones Hq 
comparados con los WT, siendo la ratio de cambio de hasta 30 veces mayor en uno de los residuos en 
los ratones Hq (material suplementario, Tabla S8). Se encontraron también unos niveles mayores de 
oxidación en 3 residuos cisteína de la hemopexina, así como en un residuo cisteína de la ceruloplasmina, 
en los ratones Hq que en los WT (material suplementario, Tabla S8). 



 

Resultados 

117 
 

 
Figura 23. Alteraciones del grupo hemo. (A) Niveles de hemoglobina β medidos por western blot en homogeneizados de 
corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) del estudio de la evolución temporal (2, 3 y 6 meses, m). (B) Niveles de 
ARNm de Mioglobina medidos mediante QuantiGene Plex en corazón de ratones WT y Hq del estudio de la evolución temporal 
(2 y 6 meses). Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total de su carril estimada por tinción con 
Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental ([A] n=8 ratones; [B] n=5-6 ratones) se representan la mediana y el 
rango intercuartílico, y para cada genotipo la línea de evolución temporal. Los valores se relativizaron respecto al promedio 
del grupo WT de 2 meses y, además, en (B) respecto a la expresión de genes endógenos. Estadística: *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su edad (test U de Mann-Whitney). 

Por último, el estudio proteómico realizado en los ratones del estudio de la intervención sugirió que el 
ejercicio físico podría tener algún efecto sobre los niveles de las subunidades HBB-B1 y HBB-B2 de la 
hemoglobina. Concretamente, los ratones Hq entrenados mostraron unos niveles mayores de estas dos 
proteínas, en comparación con los Hq sedentarios, aproximándose así a los niveles de los ratones WT 
sedentarios (material suplementario, Tabla S4). Sin embargo, se requiere una validación mediante otra 
técnica cuantitativa para confirmar esta posibilidad.  

En conclusión, todos estos datos apuntan a que los ratones Hq sufren una disminución de los niveles de 
hemoglobina y mioglobina en corazón. Los niveles más bajos de ferroquelatasa en los ratones Hq 
sugieren un impedimento en la correcta formación del grupo hemo en la mitocondria, lo cual podría 
ser la causa de estas alteraciones. Por otro lado, el ejercicio físico podría tener un potencial efecto en 
el rescate de los niveles de la hemoglobina, como se observa para el caso de las subunidades β1, β2 de 
la hemoglobina, aunque este efecto debe ser confirmado mediante análisis complementarios.  
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3.4. Estrés oxidativo. 

La existencia de estrés oxidativo como consecuencia de la deficiencia de AIF, así como la posible 
función antioxidante de AIF, siguen siendo motivo de debate hoy en día. Existen datos muy variables 
en torno a si la deficiencia de AIF conduce a una mayor producción de ROS y/o estrés oxidativo, lo que 
parece depender, entre otras cosas, del modelo empleado y del tipo celular estudiado. Dada la 
divergencia en los datos, en esta tesis doctoral se estudió la posible presencia de estrés oxidativo en 
corazón del ratón Hq, así como los efectos que el ejercicio físico podría tener sobre éste.  

3.4.1. Niveles de proteínas antioxidantes.  

Gracias al estudio proteómico realizado en los ratones del estudio de la intervención, se observaron 
algunas proteínas antioxidantes —concretamente las peroxirredoxinas 1, 3, 5 y 6; y la SOD2— cuyos 
niveles eran moderadamente mayores en los ratones Hq sedentarios que en los WT sedentarios (material 
suplementario, Tabla S5).  

Para validar alguno de los cambios observados en la proteómica, se midieron por western blot los niveles 
de SOD1, SOD2, PRDX6 y catalasa en los ratones del estudio de la evolución temporal. No se 
encontraron diferencias significativas entre los ratones Hq y WT en los niveles de catalasa, SOD1 y 
SOD2 a 2, 3 y 6 meses de edad (Fig.24A). Sin embargo, sí se observaron unos niveles mayores de 
PRDX6 en los ratones Hq que en los WT, siendo estadísticamente significativa la diferencia a 3 meses 
de edad (Fig.24A). Además, en el estudio proteómico de las modificaciones oxidativas en cisteínas, se 
detectó un aumento en la oxidación del residuo Cys47 de la PRDX6 en los animales Hq —localizada en 
el sitio catalítico y que es crítica para la actividad enzimática (196)—, que implicaría un mayor grado 
de oxidación de la misma (material suplementario, Tabla S9). Además, se observaron en los ratones Hq 
unos niveles superiores de albúmina (material suplementario, Tabla S5) —principal proteína de la 
sangre, que es capaz de oxidarse cuando hay un exceso de ROS, evitando así que éstas oxiden a otras 
proteínas—, así como de oxidación en múltiples residuos de cisteínas de la albúmina (material 
suplementario, Tabla S9). Por otro lado, se midieron los niveles de ARNm de Nrf2, factor de 
transcripción que regula la expresión de proteínas antioxidantes, y no se encontraron diferencias entre 
los ratones Hq y WT ni a 2 ni a 6 meses de edad (Fig.24B).  

3.1.1. Actividad catalasa. 

Puesto que las peroxiredoxinas funcionan como sensores de peróxidos lipídicos y H2O2, un aumento en 
los niveles de PRDX6 en corazón Hq podría estar indicando la presencia de una mayor cantidad de H2O2. 
Por esta razón, se midió la actividad de la catalasa —principal enzima que descompone el H2O2— en 
homogeneizados totales de corazón de ratones Hq y WT de 6 meses. Los resultados mostraron unos 
niveles significativamente menores de actividad catalasa en los ratones Hq respecto a los WT (Fig.25A). 
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Figura 24. Proteínas antioxidantes en corazón. (A) Niveles de catalasa, SOD1, SOD2 y PRDX6 medidos por western blot 
en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) del estudio de la evolución temporal (2, 3 y 6 
meses, m). (B) Niveles de ARNm de Nrf2 medidos mediante QuantiGene Plex en ratones WT y Hq del estudio de la evolución 
temporal (2 y 6 meses). Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total de su carril estimada por 
tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental ([A] n=8 ratones; [B] n=5-6 ratones) se representan la 
mediana y el rango intercuartílico, y para cada genotipo la línea de evolución temporal. Los valores se relativizaron respecto al 
promedio del grupo WT de 2 meses y, además, en (B) respecto a la expresión de genes endógenos. Estadística: *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su edad (test U de Mann-Whitney).  
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Figura 25. Actividad catalasa y niveles de ROS en corazón. (A) Actividad catalasa en homogeneizados de corazón de ratones 
WT y Hq de 6 meses de edad del estudio de la evolución temporal. (B) Intensidad de fluorescencia de la sonda 2’,7’-diacetato 
de diclorofluoresceína (DA-DCF) en cardiomiocitos en cultivo de ratones neonatales Hq y WT de 3 días de edad, medida 
mediante microscopía confocal con el software ImageJ (objetivo 40x). (C) Intensidad de fluorescencia media de DA-DCF en 
cardiomiocitos tras la adición de H2O2 medida mediante microscopía confocal con el software Zen Zeiss Lite (objetivo 40x). 
(D) Detección de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), mediante inmunofluorescencia, y núcleos (DAPI, azul), en cortes 
de tejido cardiaco de ratones WT y Hq sedentarios del estudio de la intervención (objetivo 40x). Datos: (A) y (B) para cada 
grupo experimental ([A] n=8 ratones; [B] n=5 cultivos de cardiomiocitos de ratones diferentes) se representan la mediana y el 
rango intercuartílico. (C) para cada grupo experimental (n=5 cultivos de cardiomiocitos de ratones diferentes) se representan 
la media y la desviación estándar. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT. Estadística: *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su edad (test U de Mann-Whitney).  
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3.1.2. Detección de ROS en cardiomiocitos. 

Para poder observar si los corazones de ratones Hq contenían una mayor cantidad de ROS que los WT, 
se añadió la sonda 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceína (DA-DCF, que emite fluorescencia cuando es 
oxidada por las ROS) en cultivos de cardiomiocitos aislados de ratones neonatales, y se midió la 
fluorescencia emitida por la sonda en el microscopio confocal. No se encontraron diferencias 
significativas en la intensidad de fluorescencia basal entre los cardiomiocitos WT y Hq (Fig.25B). A 
continuación, con el objetivo de forzar la actividad de las enzimas antioxidantes, se añadió H2O2 200 
µM y se midió la fluorescencia emitida por la sonda oxidada durante 8 minutos. Se observó una 
tendencia en los cardiomiocitos Hq a presentar una mayor intensidad de fluorescencia que los WT, 
aunque la diferencia no resultó estadísticamente significativa (Fig.25C). Esta tendencia sugirió que las 
enzimas antioxidantes en los cardiomiocitos Hq podrían tener una menor capacidad de eliminar ROS 
que las de cardiomiocitos WT, lo cual apoyaría los menores niveles de actividad catalasa encontrados 
en corazones de ratones Hq. 

3.1.3. Estrés oxidativo en el ADN. 

Se llevó a cabo la detección de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), que indica la presencia de estrés 
oxidativo en el ADN, mediante inmunofluorescencia en tejido cardiaco de ratones WT y Hq de 6 meses 
de edad. No se observaron diferencias en la intensidad de fluorescencia presente en los núcleos celulares. 
Sin embargo, sí se observó una mayor intensidad de fluorescencia localizada fuera de los núcleos 
celulares en los ratones Hq respecto a los WT, que podría sugerir un mayor estrés oxidativo en el ADN 
mitocondrial (Fig.25D).  

3.1.4. Efectos del entrenamiento sobre el estrés oxidativo. 

El estudio proteómico no mostró diferencias notables por efecto del entrenamiento en los niveles de las 
proteínas antioxidantes mencionadas anteriormente, ni en el caso de los ratones Hq entrenados respecto 
a los Hq sedentarios, ni en el de los WT entrenados respecto a los WT sedentarios (material 
suplementario, Tabla S5). Para confirmar que el ejercicio físico no producía ningún efecto sobre el nivel 
de estrés oxidativo en el corazón, se midieron los niveles de catalasa, PRDX6, SOD1 y SOD2 en los 
ratones del estudio de la intervención. No se observaron cambios significativos entre los ratones 
entrenados y sedentarios, ni en el caso de los Hq ni en el de los controles, para ninguna de las proteínas 
analizadas (Fig.26A). Únicamente se detectaron niveles significativamente más altos de PRDX6 en 
ambos grupos de animales Hq respecto a los WT sedentarios, similar a lo que se había observado en el 
estudio de la evolución temporal a los 6 meses de edad.  
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Figura 26. Efectos del entrenamiento sobre el estrés oxidativo en corazón. Niveles de catalasa, PRDX6, SOD1 y SOD2 
medidos por western blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y 
entrenados (Ent), del estudio de la intervención. Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total del 
carril estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=10-12 ratones) se representan la 
mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo 
WT Sed. Estadística: se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en cada gráfica), y las diferencias 
entre pares de grupos se determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 para pares 
significativamente distintos).  

 

En conclusión, los ratones Hq presentaron unos niveles mayores de PRDX6 en corazón, y una mayor 
oxidación de su centro activo. Esto, junto a la tendencia a una mayor oxidación de la sonda 
diclorofluoresceína en cardiomiocitos tratados con H2O2, la menor actividad de la enzima catalasa, el 
mayor nivel de oxidación de la albúmina en numerosos residuos de cisteína, y la mayor intensidad de 
fluorescencia de 8-OHdG en las mitocondrias, apuntaría hacia la existencia de estrés oxidativo en el 
corazón Hq. Por último, el entrenamiento no indujo cambios sobre los niveles de las enzimas 
antioxidantes en ninguno de los genotipos, por lo que se puede descartar que favorezca el estrés 
oxidativo del corazón en el modelo.  
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3.2. Fenotipo de la maquinaria contráctil cardiaca.  

A partir del estudio proteómico realizado en los ratones del estudio de la intervención, se pudieron 
identificar alteraciones en diversas proteínas relacionadas con la estructura y función de los sarcómeros 
en la contracción cardiaca, entre las que se encontraban diferentes actinas, miosinas y troponinas. Todas 
ellas mostraron unos niveles considerablemente menores en los ratones Hq sedentarios respecto a los 
WT sedentarios. Por otro lado, los niveles detectados en ratones entrenados respecto a los sedentarios 
de su mismo genotipo no sugirieron ningún efecto del entrenamiento (material suplementario, Tabla 
S6).  

 
Para validar alguno de los cambios detectados en el estudio proteómico, se midieron por western blot 
los niveles de tres proteínas de los sarcómeros (MYL3 [isoforma 3 de la cadena ligera de la miosina, 
myosin light chain 3], TNNI3 [troponina I cardiaca, troponin I cardiac muscle] y TNNC1 [troponina C1 
cardiaca y de músculo lento, troponin C, slow skeletal and cardiac muscles]) en los ratones del estudio 
de la intervención. En los tres casos, se encontraron diferencias estadísticamente significativas con el 
test estadístico principal (p valor = 0,0006; 0,0002; y 0,0071, respectivamente) entre los grupos 
experimentales. Además, el test estadístico post hoc indicó unos niveles menores en los ratones Hq 
sedentarios respecto a los WT sedentarios en el caso de las troponinas I y C1. Por otro lado, el 
entrenamiento no produjo ningún cambio significativo de los niveles de estas proteínas en los ratones 
Hq entrenados respecto a los Hq sedentarios, aunque se detectó menos MYL3 y troponina C1 en corazón 
de los ratones Hq entrenados frente a ambos grupos de ratones WT. Además, se observaron unos niveles 
menores en los ratones WT entrenados respecto a los WT sedentarios para la troponina I (Fig.27A).  
Sorprendentemente, cuando se midieron los niveles de estas mismas proteínas en el grupo de ratones 
del estudio de la evolución temporal, los hallazgos encontrados fueron distintos para la troponina C1 y 
la troponina I. A los 2 meses de edad, los niveles de troponina C1 y troponina I eran similares en los 
ratones Hq y en los WT. En cambio, a los 3 meses de edad, los ratones Hq presentaron unos niveles 
significativamente mayores de estas proteínas que los WT de su misma edad. Esta diferencia se mantuvo 
a los 6 meses, aunque no resultó estadísticamente significativa (Fig.27B). Por último, los niveles de 
MYL3 sí resultaron ser menores en los ratones Hq respecto a los WT a todas las edades, tal y como se 
había visto en los ratones del estudio de la intervención, aunque la diferencia fue significativa 
únicamente a 3 meses (Fig.27B).  

En resumen, los ratones Hq mostraron alteraciones en algunas proteínas relacionadas con la estructura 
y la función de los sarcómeros durante la contracción cardiaca. Sin embargo, dichas alteraciones 
fueron diferentes en los ratones del estudio de la intervención y de la evolución temporal. Así, en los 
primeros se observó un déficit en las proteínas MYL3, troponina I y troponina C1; mientras que en los 
segundos se encontró un déficit de MYL3 y un aumento de troponina I y troponina C1. Por otro lado, 
el entrenamiento no indujo ningún cambio significativo en los niveles de estas proteínas en los ratones 
Hq.  
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Figura 27. Proteínas de la maquinaria contráctil cardiaca. (A) Niveles de MYL3, TNNC1 y TNNI3, medidos por western 
blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del 
estudio de la intervención. (B) Niveles de MYL3, TNNC1 y TNNI3, medidos por western blot en homogeneizados de corazón 
de ratones WT y Hq del estudio de la evolución temporal (2, 3 y 6 meses, m).  Densitometría: el valor de cada banda fue 
normalizado por la proteína total del carril estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: (A) para cada grupo 
experimental (n=10-12) se representan la mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. (B) para cada grupo 
experimental (n=8 ratones) se representan la mediana y el rango intercuartílico, y para cada genotipo la línea de evolución 
temporal. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT Sed (A) o WT de 2 meses (B). Estadística: (A) se 
utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en cada gráfica), y las diferencias entre pares de grupos se 
determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 para pares significativamente 
distintos). (B) *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su edad (test 
U de Mann-Whitney).  
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3.3. Estudio de los flujos de Ca2+ intracelular.  

3.3.1. Manejo del Ca2+ intracelular en cardiomiocitos ventriculares adultos. 

Con el fin de averiguar si los cardiomiocitos ventriculares adultos de los ratones Hq podían presentar 
alteraciones en el mecanismo de acoplamiento excitación-contracción (E-C), se realizó un estudio del 
manejo del Ca2+ intracelular en cardiomiocitos ventriculares aislados de ratones WT y Hq de 6 meses 
de edad. Este estudio fue llevado a cabo en colaboración con el grupo de la Dra. Gema Ruiz Hurtado, 
del laboratorio de Investigación Traslacional en Hipertensión y Enfermedad Cardiorrenal del Instituto 
de Investigación Hospital 12 de Octubre.  
 
En primer lugar, para estudiar si existían alteraciones durante la sístole o contracción de los 
cardiomiocitos, se midió la liberación transitoria de Ca2+ intracelular en los cardiomiocitos marcados 
con la sonda Fluo-3AM y tras ser estimulados eléctricamente a una frecuencia de 2 Hz. Tras el análisis 
de las imágenes de las ondas transitorias de Ca2+ obtenidas mediante microscopía confocal, no se 
observaron diferencias en la liberación transitoria del Ca2+ intracelular entre los cardiomiocitos Hq y 
WT (Fig.28A). Además, se midió la constante de tiempo de recaptación del Ca2+ de nuevo hacia el RS 
(parámetro Tau) a través del análisis de la caída de la fluorescencia tras la estimulación eléctrica, y se 
observó un aumento significativo de ésta, lo que indica que la recaptación del Ca2+ hacia el RS estaba 
teniendo lugar de forma más lenta en los cardiomiocitos Hq, en comparación a los WT, si bien la 
diferencia fue moderada (Fig.28B). A continuación, para determinar la capacidad máxima de almacenar 
Ca2+ que posee el RS (también conocida como la carga total de Ca2+ del RS), los cardiomiocitos se 
perfundieron con cafeína 10 mM, con el fin de promover la liberación máxima de Ca2+ por los RYRs al 
deplecionar el RS de Ca2+. Tras el análisis de las imágenes obtenidas, se determinó una cantidad total 
de Ca2+ dentro del RS significativamente menor en los cardiomiocitos Hq, en comparación con los WT 
(Fig.28C). Este hallazgo, que indicaría una menor carga de Ca2+ en el interior del RS, podría deberse a 
un incremento de la fuga de Ca2+ desde el RS durante la diástole a través de los RYRs.  
 
Para estudiar la actividad de los RYRs durante la diástole o en el estado de relajación de los 
cardiomiocitos, se registraron los sparks de Ca2+ (eventos de liberación espontánea de Ca2+ que ocurren 
de forma rápida, breve y localizada, a través de los RYRs) en los cardiomiocitos en reposo (Fig.28D). 
Se observó que los cardiomiocitos Hq presentaban una frecuencia significativamente mayor de sparks 
de Ca2+ que los WT (Fig.28E). A continuación, se infirió la cantidad total de Ca2+ que se libera en cada 
célula mediada por sparks, a partir de los datos de la frecuencia de sparks, así como sus características 
biofísicas (amplitud, duración y anchura de los sparks). Se observó que los cardiomiocitos Hq liberaban 
una cantidad significativamente mayor de Ca2+ que los WT (Fig.28F). Esto podría estar indicando, bien 
un mayor número de agrupaciones de RYRs liberando Ca2+, bien un aumento de la propensión de las 
agrupaciones de RYRs a liberar Ca2+ de forma repetitiva, o ambos. Por lo tanto, se analizaron los sitios 
de liberación de Ca2+ y se observó que los cardiomiocitos Hq presentaban una cantidad 
significativamente mayor de sitios de disparo o, lo que es lo mismo, donde tienen lugar los sparks, 
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comparados con los cardiomiocitos WT (Fig.28G). Además, la probabilidad de que estos sitios se abran 
más veces y liberen más sparks —debido a que poseen agrupaciones de RYRs más activas— fue mayor 
en los cardiomiocitos Hq que en los WT (Fig.28H). En este sentido, se midió el máximo número de 
sparks que se producen en el mismo sitio y se observó que era significativamente mayor en los 
cardiomiocitos Hq que en los WT (Fig.28I).  
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Figura 28. Manejo del Ca2+ en cardiomiocitos ventriculares adultos wild type (WT) y Harlequin (Hq). (A) Valores de 
amplitud de la liberación de Ca2+ intracelular transitoria tras un estímulo eléctrico de 2 Hz. (B) Constante de caída de la 
fluorescencia (Tau) medida como tiempo de recaptación del Ca2+ citosólico al interior del retículo sarcoplásmico en 
milisegundos (ms). (C) Valores de amplitud de la liberación de Ca2+ intracelular tras perfundir con cafeína 10 mM los 
cardiomiocitos. (D) Imágenes representativas que muestran los sparks de Ca2+ (a la izquierda) registrados en cardiomiocitos 
en reposo sin estimulación, y sus correspondientes proyecciones tridimensionales en gráficos de superficie (a la derecha). (E) 
Frecuencia de sparks de Ca2+ en cardiomiocitos en reposo. (F) Cantidad total de Ca2+ que se libera en cada célula mediada por 
sparks, a partir de los datos de frecuencia, amplitud, duración y anchura de los sparks. (G) Número de sitios en los que fueron 
registrados sparks de Ca2+ en un mismo cardiomiocito y durante el mismo periodo de tiempo. (H) Probabilidad de apertura 
repetitiva de los sitios de disparo de sparks de Ca2+ en cada cardiomiocito. (I) Máximo número de sparks de Ca2+ registrados 
en el mismo sitio de disparo. Datos: cada punto representa un cardiomiocito. En total, se midieron 47 células de 4 ratones WT 
y 62 células de 4 ratones Hq de 6 meses de edad. Estadística: se utilizó el test t de Student para comparar cada grupo 
experimental con su control; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT.  

3.3.2. Niveles de proteínas implicadas en los flujos de Ca2+ intracelular.  

Con el fin de apoyar los resultados obtenidos en el estudio del manejo de Ca2+ intracelular implicado en 
el acoplamiento E-C, se midieron por western blot los niveles de algunas proteínas relacionadas con este 
proceso en los ratones del estudio de la evolución temporal. Se cuantificaron los niveles de RYR2 
(isoforma predominante del RYR en corazón) y se comprobó que éstos eran mayores en los ratones Hq 
respecto a los WT a todas las edades, siendo estadísticamente significativa la diferencia únicamente a 3 
meses de edad (Fig.29A). Además, para verificar si estos receptores estaban en un estado más activo, se 
midieron los niveles de RYR2 fosforilado en el residuo Ser2814, sitio específico de fosforilación de la 
CaMKII (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II). Se encontraron mayores niveles de 
RYR2 fosforilado en los ratones Hq respecto a los WT, siendo estadísticamente significativa la 
diferencia a 2 y 6 meses de edad (Fig.29A). Asimismo, se midieron los niveles de ARNm de Ryr2 y se 
vio que eran menores en los ratones Hq respecto a los WT a 2 y 6 meses de edad, aunque la diferencia 
no fue estadísticamente significativa en ningún caso (Fig.29B). Por otro lado, se determinaron los 
niveles de FKBP12 (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP12), un regulador positivo de RYR2, y 
se observó que eran mayores en los ratones Hq que en los WT, siendo estadísticamente significativa la 
diferencia únicamente a 2 meses de edad (Fig.29A).  
La diástole se produce mayoritariamente gracias a la recaptación de Ca2+ de nuevo al RS a través de la 
bomba de Ca2+ dependiente de ATP, SERCA2 (Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase). Se 
midieron los niveles de SERCA2 y se encontró que eran mayores en los ratones Hq respecto a los WT 
a todas las edades, siendo estadísticamente significativa la diferencia a 2 meses de edad y disminuyendo 
a lo largo del tiempo (Fig.29A). Sin embargo, los niveles de ARNm de Serca2 a 2 y 6 meses de edad 
resultaron ser menores en los ratones Hq respecto a los WT, siendo estadísticamente significativa la 
diferencia solo a 2 meses (Fig.29B). Por último, se llevó a cabo una medida de la actividad enzimática 
de SERCA2 en homogeneizados proteicos de ratones de 6 meses de edad, y se comprobó que la actividad 
era significativamente mayor en los ratones Hq que en los WT (Fig.29C).  
Por otro lado, en el estudio proteómico realizado en los ratones del estudio de la intervención, se 
detectaron algunas proteínas relacionadas con el manejo de Ca2+ durante la contracción cardiaca, cuyos 
niveles sugerían una posible alteración en los ratones Hq. Concretamente, en ratones Hq se encontraron 
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mayores niveles de calsecuestrina (CASQ2), sorcina (SRI), S100A11 y calreticulina (CALR); y unos 
menores niveles de juntofilina 2 (FPH2) (material suplementario, Tabla S7). 
Por último, gracias al estudio proteómico de las modificaciones oxidativas postraduccionales, se 
observaron mayores niveles de oxidación en cisteínas de algunas proteínas implicadas en el manejo de 
Ca2+ en los ratones Hq respecto a los WT. En concreto, se observaron niveles mayores de oxidación en 
2 residuos de cisteína en la calnexina (CANX, chaperona con funciones en el plegamiento y control de 
proteínas en el RS); en 2 residuos de cisteína en la calreticulina; y en 2 residuos de cisteína en la 
sarcalumenina (SRL, proteína que actúa como un tampón de Ca2+ en el RS) (material suplementario, 
Tabla S10). Finalmente, se detectó aproximadamente la mitad de tioles reducidos (detectados como 
modificación por n-etilmaleimida) en el residuo Cys498 de la proteína SERCA 2 en los ratones Hq 
respecto a los WT, lo que equivaldría a un mayor nivel de oxidación en este residuo (material 
suplementario, Tabla S10).  

3.1.1. Efectos del entrenamiento sobre el manejo de Ca2+.  

Por último, con el objetivo de saber si el ejercicio físico ejercía algún efecto sobre los niveles de 
proteínas relacionadas con el manejo de Ca2+ en el ratón Hq, se midieron por western blot los niveles de 
RYR2 y SERCA2 en los ratones del estudio de la intervención. En ambos casos, el análisis estadístico 
principal mostró diferencias significativas entre los grupos (p valor = 0,028 y 0,048, respectivamente). 
No obstante, el análisis post hoc no indicó diferencias significativas entre los ratones sedentarios y 
entrenados, ni en el caso de los Hq ni en el de los controles, aunque sí se pudo apreciar una tendencia a 
aumentar los niveles en los ratones entrenados respecto a los sedentarios (Fig.29D).  

 

El conjunto, los datos obtenidos estarían indicando que el corazón de los ratones Hq no presenta 
alteraciones en la liberación de Ca2+ del RS en la fase de contracción cardiaca. Sin embargo, sí 
presentaría alteraciones en el manejo de Ca2+ durante la relajación, debido a una mayor frecuencia de 
sparks de Ca2+, causadas por un mayor número de RYRs activos y con mayor probabilidad de apertura 
repetitiva, quizás por una mayor activación dependiente de la CaMKII. Estos cambios funcionales se 
acompañarían de mayores niveles de RYR2. Además, habría alteraciones en el mecanismo de relajación 
dependiente de SERCA2, ya que el corazón Hq tardaría un tiempo ligeramente mayor en recaptar todo 
el Ca2+ durante la diástole, pese a un posible aumento compensatorio de los niveles de proteína y 
actividad in vitro.  
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Figura 29. Proteínas implicadas en los flujos de Ca2+ en corazón. (A) Niveles de RYR2, RYR2 fosforilado en el residuo 
Ser2448 (pRYR2), FKBP12 y SERCA2, medidos por western blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) 
y Harlequin (Hq) del estudio de la evolución temporal (2, 3 y 6 meses, m). (B) Niveles de ARNm de Ryr2 y Serca2 medidos 
mediante QuantiGene Plex en ratones WT y Hq del estudio de la evolución temporal (2 y 6 meses). (C) Actividad enzimática 
de SERCA2 en ratones WT y Hq de 6 meses de edad del estudio de la evolución temporal. (D) Análisis de los niveles de RYR2, 
medidos por western blot en homogeneizados de corazón de ratones WT y Hq, sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del estudio 
de la intervención. Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total del carril estimada por tinción 
con Azul de Coomassie. Datos: (A) y (B) para cada grupo experimental ([A] n=8 ratones; [B] n=5-6 ratones) se representan la 
mediana y el rango intercuartílico, y la línea de evolución temporal para cada genotipo. (C) y (D) para cada grupo experimental 
([C] n=6-9 ratones; [D] n=10-12 ratones) se representan la mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. 
Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT de 2 meses en (A) y en (B); WT en (C); y WT Sed en (D); 
además, en (B) respecto a la expresión de genes endógenos. Estadística: (A), (B) y (C) *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 
****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su edad; #p<0,05 Hq 6 meses significativamente distinto de Hq 
2 meses (test U de Mann-Whitney). (D) se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), y 
las diferencias entre pares de grupos se determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 
****p<0,0001 para pares significativamente distintos).  

3.2. Autofagia. 

En los últimos años se ha demostrado el papel fundamental que juega la autofagia en la fisiología 
muscular como mecanismo de eliminación de elementos celulares sobrantes o dañados. Además, en 
diversos modelos de enfermedad mitocondrial, se han descrito alteraciones en esta vía que pueden jugar 
un papel en la fisiopatología de estas enfermedades. Dada la enorme importancia de este proceso en 
corazón, en esta tesis doctoral se estudió la relación entre la deficiencia de AIF y la autofagia en corazón.  

3.2.1. Niveles de marcadores de autofagia.  

Para comprobar si existía alguna alteración en esta vía, en primer lugar, se midieron por western blot 
los niveles de proteínas representativas de las distintas fases de la autofagia, en los ratones del estudio 
de la evolución temporal.  
Para ello, se determinaron los niveles de los principales reguladores de la autofagia. Por un lado, mTOR, 
en su forma fosforilada en el residuo Ser2448, y por tanto activa. Se observaron unos niveles mayores 
de esta variable en los ratones Hq respecto a los WT a todas las edades, resultando la diferencia 
estadísticamente significativa únicamente a 3 meses de edad (Fig.30A). También se midieron los niveles 
del principal sensor de la energía celular, AMPK, fosforilado en el residuo Thr172, lo cual está asociado 
un estado de activación de esta proteína en respuesta a una baja disponibilidad de energía celular. Se 
observaron unos menores niveles de en los ratones Hq respecto a los WT, siendo la diferencia 
significativa únicamente a 2 meses de edad (Fig.30A). Posteriormente, se midieron los niveles de dos 
proteínas que participan en las primeras etapas de la formación del fagóforo: beclin1 y ATG16L. Se 
encontraron niveles mayores de beclin1 en los ratones Hq que en los WT. Aunque esta diferencia 
mostraba una tendencia a 2 y 3 meses, fue a 6 meses de edad cuando resultó estadísticamente 
significativa (Fig.30A). También se vieron mayores niveles de ATG16L en los ratones Hq que en los 
WT a todas las edades, siendo la diferencia estadísticamente significativa a 2 y 6 meses (Fig.30A). 
El complejo del que forma parte ATG16L facilita la unión de la proteína LC3-I a la fosfatidiletanolamina 
para la formación de LC3-II, la cual participa en la elongación y cierre del fagóforo. Por ello, se midieron 
los niveles tanto de LC3B-I como de LC3B-II. Se encontraron niveles mayores de LC3B-I en los ratones 
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Hq que en los WT a todas las edades, siendo estadísticamente significativa la diferencia a 2 y 3 meses 
de edad (Fig.30A). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en LC3B-II entre los 
ratones Hq y WT a ninguna edad (Fig.30A). Además, se llevó a cabo una inmunofluorescencia en cortes 
de tejido cardiaco para detectar LC3B. Se observó que, en el caso de los ratones WT, la cantidad de 
LC3B presente se encontraba distribuida de forma homogénea en el tejido. Sin embargo, en el caso de 
los ratones Hq, se observó una mayor intensidad de fluorescencia de LC3B, así como una distribución 
mayoritariamente en forma de agregados perinucleares (Fig.30B).  
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Figura 30. Proteínas de la ruta de autofagia en corazón. (A) Niveles de mTOR fosforilado en el residuo Ser2448 (pmTOR), 
AMPK fosforilada en el residuo Thr172 (pAMPK), beclin1, ATG16L, LC3B-I, LC3B-II, P62, catepsina B y proteasoma 26S, 
medidos por western blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) del estudio de la 
evolución temporal (2, 3 y 6 meses, m). Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total del carril 
estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=8 ratones) se representan la mediana y 
el rango intercuartílico, y para cada genotipo la línea de evolución temporal. Los valores se relativizaron respecto al promedio 
del grupo WT de 2 meses. Estadística: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del 
grupo WT de su edad (test U de Mann-Whitney). (B) Detección de LC3B (verde), mediante inmunofluorescencia, y núcleos 
(DAPI, azul) en tejido cardiaco de ratones WT y Hq sedentarios del estudio de la intervención (objetivo 40x).  

A continuación, se midieron los niveles de la proteína P62, la cual se une a proteínas ubiquitinadas, para 
ser degradadas por autofagia y dirigirlas a los autofagosomas. Se observaron unos niveles mayores en 
ratones Hq que en los controles a todas las edades, siendo significativa la diferencia a 2 y 3 meses 
(Fig.30A). Además, puesto que P62 también es capaz de unir las proteínas ubiquitinadas al proteasoma 
para su degradación por esta vía, se midieron los niveles del complejo 26S del proteasoma, observando 
que eran mayores en los ratones Hq que en los WT a 6 meses de edad  
(Fig.30A). Por último, para comprobar si había un mayor contenido lisosomal en los ratones Hq, se 
cuantificaron los niveles de la proteasa lisosomal Catepsina B. Se observaron unos niveles más altos de 
la forma madura de esta proteína (que presenta bandas a 24 y 27 KDa) en los ratones Hq que en los WT, 
si bien la diferencia resultó significativa únicamente en el caso de la banda de 27 KDa a 2 meses 
(Fig.30A).  

3.2.2. Análisis del flujo autofágico.  

Para evaluar si la acumulación de proteínas de la vía de autofagia, como P62, podía obedecer a un fallo 
en el flujo autofagosoma-lisosoma y no a una activación de la autofagia, se estudió el flujo autofágico, 
para lo que se trataron animales WT y Hq de 3 meses con leupeptina —inhibidor de cisteína, serina y 
treonina peptidasas presentes en los lisosomas— y se midieron los niveles de algunas proteínas de la 
ruta. El análisis estadístico principal mostró diferencias significativas en los niveles de beclin1, P62 y 
LC3B-II (p=0,0038, p=0,014 y p=0,015, respectivamente), observándose en general valores más altos 
de las tres variables en los animales tratados que en los animales sin tratar (Fig.31), lo que indicaría la 
efectividad del tratamiento y un flujo autofágico normal tanto en ratones Hq como WT, y podría apuntar 
a un mayor marcaje de proteínas para su degradación por la vía lisosomal por efecto de la enfermedad 
en los ratones Hq.  
Puesto que parecía haber un mayor marcaje de proteínas para degradar en los animales Hq, para 
discriminar si podía deberse a una mayor degradación de proteínas mitocondriales, y quizá de mitofagia, 
se midieron los niveles de algunas proteínas mitocondriales representativas. Los resultados obtenidos 
respecto a los niveles de NDUFB8, VDAC1 y TOM20 no mostraron diferencias significativas entre los 
ratones tratados y sin tratar con leupeptina. Sin embargo, sí se observaron unos niveles 
significativamente mayores de la proteína ATP5A en los ratones tratados con leupeptina respecto a los 
ratones sin tratar, aunque ocurrió tanto en el caso de los Hq como en los controles (Fig.31). 
Finalmente, se llevó a cabo una inmunofluorescencia para detectar LC3 en cardiomiocitos WT y Hq 
aislados de ratones neonatales tratados con cloroquina (que bloquea la unión de los autofagosomas y los 
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lisosomas) durante 24 horas. El test estadístico principal indicó que existían diferencias entre los grupos 
(p=0,036), aunque el análisis post hoc no encontró diferencias entre pares de grupos. Aun así, se observó 
una tendencia a una mayor intensidad de la fluorescencia de LC3 en los cardiomiocitos Hq tratados con 
cloroquina respecto a los cardiomiocitos Hq sin tratar, siendo esta diferencia mayor que la observada 
entre los cardiomiocitos WT tratados y sin tratar, lo que estaría indicando un flujo autofágico más activo 
en las células Hq (Fig.32).  
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Figura 31. Análisis del flujo autofágico cardiaco. Niveles de beclin1, P62, LC3B-I, LC3B-II, NDUFB8, VDAC1, ATP5A y 
TOM20, medidos por western blot en homogenizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) de 3 meses, 
tratados y sin tratar con leupeptina. Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total del carril 
estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=5-6 ratones) se representan la mediana, 
el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT sin 
tratar. Estadística: se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), y las diferencias entre 
pares de grupos se determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 para pares 
significativamente distintos).  

 
Figura 32. Flujo autofágico en cardiomiocitos. (A) Detección de LC3B (verde), mediante inmunofluorescencia, y núcleos 
(DAPI, azul) en cardiomiocitos neonatales de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) tratados con hidroxicloroquina (Cq) y 
sin tratar (objetivo 40x). (B) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia de LC3B de los cardiomiocitos. Datos: 
para cada grupo experimental (n=3 ratones WT sin tratar, n=3 ratones WT tratados con Cq, n=2 ratones Hq sin tratar y n=2 
ratones Hq tratados con Cq) se representan la mediana y el rango intercuartílico. Los valores se relativizaron respecto al 
promedio del grupo WT sin tratar. Estadística: se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), 
y las diferencias entre pares de grupos se determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 
****p<0,0001 para pares significativamente distintos).  
 

3.2.3. Efectos del entrenamiento sobre la autofagia. 

Para saber si el entrenamiento ejercía algún efecto sobre la autofagia en los ratones Hq, que pudiera 
explicar las mejoras observadas en el rendimiento aeróbico de estos ratones, se midieron por western 
blot algunas proteínas marcadoras de autofagia en los ratones del estudio de la intervención. Los 
resultados mostraron que el entrenamiento no produjo diferencias significativas en ninguna de las 
proteínas medidas (pAMPK, pmTOR, beclin1, ATG16L, LC3B-I, LC3B-II P62 y Catepsina B) en los 
ratones entrenados respecto a los ratones sedentarios, ni en caso de los Hq ni en el de los WT (Fig.33). 
Además, se pudieron corroborar los resultados obtenidos previamente respecto a las diferencias 
significativas entre los ratones WT y Hq sedentarios en las variables ATG16L y beclin1. En este caso, 
además, sí se alcanzó la significación estadística en las diferencias entre los ratones Hq y WT sedentarios 
para LC3I y II, pmTOR, P62 y catepsina B (27 KDa). Asimismo, estos ratones mostraron ausencia de 
cambios en pAMPK entre los ratones Hq y WT sedentarios, contrariamente a lo que parecían indicar 
los niveles en los ratones del grupo de la evolución temporal (Fig.33).  
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Figura 33. Efectos del entrenamiento sobre la autofagia en corazón. Niveles de mTOR fosforilado en el residuo Ser2448 
(pmTOR), AMPK fosforilada en el residuo Thr172 (pAMPK), beclin1, ATG16L, LC3B-I, LC3B-II, P62 y catepsina B, 
medidos por western blot en homogeneizados de corazón de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y 
entrenados (Ent), del estudio de la intervención. Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total del 
carril estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=10-12 ratones) se representan la 
mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo 
WT Sed. Estadística: se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), y las diferencias entre 
pares de grupos se determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 para pares 
significativamente distintos).  
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En definitiva, el miocardio de los ratones Hq presentó unos niveles mayores de varias proteínas 
marcadoras de distintas fases de la ruta de la autofagia en corazón (ATG16L, beclin1, LC3-I, P62 y 
Catepsina B), diferencias que no parecen ser atribuibles a un fallo en el flujo autofágico ni a un aumento 
de la mitofagia. Sin embargo, de manera paralela, se observó una mayor activación del represor de 
autofagia mTOR y una menor activación de AMPK. Además, el miocardio de los ratones Hq también 
mostró un aumento en los niveles de la vía de degradación del proteasoma 26S. Por último, no se 
observó ningún efecto del entrenamiento sobre los niveles de ninguno de los marcadores de autofagia, 
ni en los ratones Hq ni en los controles.  

 

4. Manifestaciones de la deficiencia de AIF en músculo esquelético; 
efectos del programa de entrenamiento. 

El análisis de las manifestaciones de la deficiencia de AIF en músculo esquelético se llevó a cabo 
principalmente en los ratones del estudio de la intervención con entrenamiento (de 5 meses y medio de 
edad): WT Sed, WT Ent, Hq Sed y Hq Ent. A diferencia del estudio de la deficiencia de AIF en corazón, 
en músculo esquelético no se pudo llevar a cabo el análisis de la evolución temporal de las alteraciones 
a 2 y 3 meses de edad, por lo que se trata de un estudio parcial. Además, debido a la limitación de las 
muestras (principalmente atribuida a la atrofia muscular que sufren los ratones Hq), se utilizaron 
diferentes músculos de las patas traseras para las distintas técnicas experimentales. Sin embargo, todos 
los músculos utilizados presentan una proporción similar de fibras rápidas tipo II: tibial anterior (94% 
de fibras IIB/X y 6% de fibras IIA) (197); bíceps femoral (93% de fibras IIB/X, 6% de fibras IIA y 1% 
de fibras I) (197); y cuádriceps (aproximadamente 90% de fibras II) (198).  

4.1.  Análisis del perfil proteómico y las modificaciones oxidativas 
postraduccionales. 

Del mismo modo que en el corazón, se llevó a cabo en primer lugar un análisis del perfil proteómico 
mediante marcaje iTRAQ 8 plex y posterior identificación por espectrometría de masas, en bíceps 
femoral de los ratones del estudio de la intervención. A partir de los cambios en los niveles de distintas 
proteínas (mostrados en el material suplementario), algunos de los cuales se validaron posteriormente, 
se pudieron dilucidar algunos procesos celulares alterados en el músculo esquelético por efecto de la 
enfermedad, que se irán detallando en los siguientes apartados.  

Además, se llevó a cabo un análisis proteómico de las modificaciones oxidativas postraduccionales en 
residuos de cisteína de proteínas, mediante marcaje iTRAQ 6 plex y posterior identificación por 
espectrometría de masas, en cuádriceps de ratones WT y Hq sedentarios de 6 meses de edad.  
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4.2. AIF y su función como inductora de muerte celular. 

4.2.1. Niveles de AIF. 

Se midieron los niveles de AIF por western blot en cuádriceps de los ratones del estudio de la 
intervención, encontrándose una caída de aproximadamente el 95% en los ratones Hq respecto a los WT, 
y la ausencia de efectos del entrenamiento sobre los mismos (Fig.34A).  

A continuación, para analizar la localización de AIF en las fibras musculares, se llevó a cabo su 
detección, junto con la de ATP5A, por inmunofluorescencia en cortes de tejido de tibial anterior. Se 
observó que, tal y como se había visto en los cardiomiocitos, en el caso de los ratones WT, AIF se 
localizaba preferentemente siguiendo un patrón similar al del marcaje mitocondrial (ATP5A), mientras 
que en los ratones Hq AIF se encontraba mayoritariamente en los núcleos (Fig.34B).  

 

Figura 34. AIF y efectos del entrenamiento en músculo esquelético. (A) Niveles de AIF medidos por western blot en 
homogeneizados de cuádriceps de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del estudio 
de la intervención. Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total del carril estimada por tinción 
con Azul de Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=10-12 ratones) se representan la mediana, el rango 
intercuartílico y los valores mínimo y máximo. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT Sed. Estadística: 
se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), y las diferencias entre pares de grupos se 
determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 para pares significativamente 
distintos). (B) Detección de AIF (verde), ATP5A (rojo) y núlceos (DAPI, azul), mediante inmunofluorescencia en cortes de 
tibial anterior de ratones WT y Hq Sed del estudio de la intervención (objetivo 40x).  
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4.2.2. Muerte celular. 

Con el fin de averiguar si, en el caso del músculo esquelético, la presencia de AIF en los núcleos podía 
estar induciendo la muerte de los miocitos, se realizó un marcaje mediante TUNEL en cortes de tejido 
de tibial anterior de los ratones del estudio de la intervención. No se detectó la presencia de núcleos 
marcados en los ratones Hq sedentarios, así como tampoco en los WT sedentarios. Asimismo, tampoco 
se encontró un efecto del entrenamiento en la inducción de la muerte celular en los ratones Hq ni en los 
controles (Fig.35).  

 

Figura 35. Apoptosis en músculo esquelético. Detección de núcleos apoptóticos mediante TUNEL (verde) y núcleos vivos 
(DAPI, azul) en cortes de tibial anterior de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del 
estudio de la intervención (objetivo 20x).  

En conclusión, el músculo esquelético del ratón Hq presentó una caída en los niveles de AIF de 
aproximadamente un 95%, encontrándose la proteína residual mayoritariamente en los núcleos 
celulares. Sin embargo, la presencia de AIF en los núcleos no indujo la apoptosis de las células 
musculares. Además, el entrenamiento no produjo ningún cambio en los niveles de AIF ni indujo la 
apoptosis en el músculo.  
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4.3. Fenotipo mitocondrial.  

4.3.1. Ultraestructura mitocondrial. 

Del mismo modo que en corazón, se realizó un análisis de las mitocondrias intermiofibrilares a partir de 
imágenes tomadas mediante microscopía electrónica en cuádriceps de ratones WT y Hq sedentarios de 
6 meses de edad (Fig.36A), y se midieron diferentes parámetros para su caracterización. 

Teniendo en cuenta únicamente las medidas promedio de cada ratón (n=3), no se observaron diferencias 
significativas para ninguno de los parámetros medidos entre los ratones WT y Hq (número de 
mitocondrias/área de tejido, contenido mitocondrial/área de tejido, área mitocondrial, perímetro 
mitocondrial, circularidad mitocondrial, redondez mitocondrial y diámetro de Feret mitocondrial) 
(Fig.36B). Sin embargo, realizando el análisis estadístico con el número total de mitocondrias analizadas 
por grupo experimental (n=300), se encontraron diferencias significativas en los siguientes parámetros: 
un mayor número de mitocondrias/área de tejido en los ratones WT (p=0,017); un área mitocondrial 
ligeramente mayor en los ratones Hq (p=0,039); un perímetro mitocondrial mayor en los ratones Hq 
(p=0,0008); una redondez mitocondrial (p<0,0001) y una circularidad mitocondrial (p<0,0001) mayores 
en los ratones WT; y un diámetro de Feret mitocondrial mayor en los ratones Hq (p<0,0001).  

Por otro lado, se realizó un análisis PCA y se observó que, a diferencia del corazón (donde los ratones 
WT y Hq conformaban dos grupos claramente diferenciados), en el músculo esquelético el solapamiento 
entre los ratones WT y Hq fue mayor, lo que indicaría que existe una mayor variabilidad en este tejido, 
siendo necesario aumentar el número de ratones analizados para una mayor potencia estadística 
(Fig.36C). 
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Figura 36. Ultraestructura mitocondrial en músculo esquelético. (A) Imágenes representativas de las mitocondrias 
intermiofibrilares de cuádriceps de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) de 6 meses, tomadas en el microscopio electrónico 
de transmisión a distintos aumentos (10000x). (B) Parámetros relativos a la ultraestructura mitocondrial de cuádriceps de 
ratones WT y Hq de 6 meses de edad, medidos con el software ImageJ a partir de imágenes de microscopía electrónica. Los 
parámetros medidos fueron: número y contenido mitocondrial/área de tejido; contenido mitocondrial/área de tejido; área, 
perímetro, circularidad, redondez y diámetro de Feret mitocondrial. Datos: para cada grupo experimental (n=3 ratones) se 
representan la mediana y los valores mínimo y máximo. Estadística: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq 
significativamente distinto del grupo WT de su edad (test U de Mann-Whitney). (C) Análisis por componentes principales 
realizado a partir de todos los parámetros medidos en la gráfica B.  
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4.4. Sistema OXPHOS. 

4.4.1. Niveles de los complejos OXPHOS y efectos del entrenamiento. 

Gracias al análisis proteómico llevado a cabo en bíceps femoral de los ratones del estudio de la 
intervención, se pudieron identificar algunas proteínas relacionadas con el sistema OXPHOS —
pertenecientes al CI, CIII, CIV y la ATP sintasa— cuyos niveles resultaban ligeramente menores en los 
ratones Hq que en los WT (material suplementario, Tabla S11).  

Con el fin de confirmar si los ratones Hq presentaban alteraciones en los niveles de proteínas del sistema 
OXPHOS, se midieron por western blot los niveles de algunas proteínas pertenecientes a cada uno de 
los complejos de la CTE y la ATP sintasa (NDUFB8, NDUFB7, NDUFS1, SDHA, CORE2, COX5A y 
ATP5A) en cuádriceps de los ratones del estudio de la intervención. No se observaron diferencias 
significativas en los niveles de ninguna de ellas entre los ratones Hq sedentarios y los WT sedentarios, 
aunque el test principal fue casi significativo en el caso de NDUFS1 (p=0,076), con niveles más bajos 
en ambos grupos de ratones Hq (Fig.37A). En cuanto a los efectos del entrenamiento, no se encontraron 
diferencias significativas entre los ratones entrenados y sedentarios, para ninguna de las proteínas 
medidas, ni en el caso de los ratones Hq ni en el de los controles (Fig.37A). Respecto a CHCHD4, no 
fue posible detectar esta proteína por western blot, por lo que se midieron los niveles de ARNm en 
cuádriceps de animales sedentarios de 2 y 6 meses de edad, observando una caída moderada en los 
ratones Hq de 2 meses respecto a los WT, aunque la diferencia no resultó estadísticamente significativa 
(Fig.37B).  

3.1.1. Ensamblaje de los supercomplejos de la CTE. 

Para averiguar si, en el caso del músculo esquelético, la deficiencia de AIF podía estar afectando a la 
formación de supercomplejos de la CTE, éstos se separaron mediante BN-PAGE a partir de extractos 
enriquecidos en mitocondrias de cuádriceps de ratones sedentarios de 6 meses de edad, estando cada 
muestra experimental formada por un pool de 8 ratones. En primer lugar, se llevó a cabo una 1D-BN-
PAGE (Fig.38A). La cuantificación de las bandas correspondientes a los distintos complejos y 
supercomplejos mostró unos niveles menores de las proteínas del CI —NDUFA9, NDUFB8 y 
NDUFS1— en la forma del CI libre, así como formando parte del supercomplejo I+III2 en el caso de 
NDUFA9 y NDUFS1, en la muestra Hq respecto a la WT (Fig.38B). En cuanto al CIII, los niveles de 
CORE2 sugirieron un leve descenso en la muestra Hq respecto a la WT, principalmente formando parte 
del supercomplejo I+III2 (Fig.38B). En el caso del CIV, los niveles de COX5A indicaron un aumento 
en la muestra Hq, especialmente en el caso del complejo libre en su forma dimérica (Fig.38B). En 
ninguna de las proteínas detectadas de los complejos CI, CIII y CIV se detectó con suficiente claridad 
la banda correspondiente al respirasoma, por lo que no se pudo cuantificar. Por último, respecto al CV, 
los niveles de ATP5A mostraron un aumento del mismo en su forma monomérica en la muestra Hq 
respecto a la WT (Fig.38B).  
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Posteriormente se llevó a cabo una 2D-BN/SDS-PAGE y se detectaron las proteínas del CI (NDUFA9, 
NDUFS1 y NDUFB7), con el fin de calcular la ratio entre el respirasoma y el complejo libre de las 
subunidades del CI (Fig.38C). Así, se vio que los ratones Hq presentaron una menor ratio 
respirasoma/complejo libre respecto a los ratones WT para las tres proteínas estudiadas, tal y como se 
había observado en el caso del corazón (Fig.38D). Por último, tampoco no se encontró una acumulación 
de ningún intermediario de los complejos, de menor peso molecular, en el músculo esquelético del ratón 
Hq (Fig.38C).  

3.1.1. Actividad enzimática de los complejos de la CTE. 

Se midió la actividad enzimática de cada uno de los cuatro complejos de la CTE, así como de la CS, en 
homogeneizados de cuádriceps de los ratones del estudio de la intervención. Las medidas de actividad 
de la CS sugirieron un aumento en los niveles de los ratones Hq respecto a los WT, aunque el test 
estadístico principal no alcanzó la significación estadística (p=0,08) (Fig.39A). Puesto que este aumento 
podría estar indicando una tendencia a un mayor contenido mitocondrial en los ratones Hq, las medidas 
del resto de complejos de la CTE se normalizaron por la actividad de CS. De esta manera, se observó 
un menor nivel de actividad del CI en ambos grupos de ratones Hq respecto a los WT sedentarios, 
aunque el test post hoc mostró únicamente diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 
Hq entrenados y WT sedentarios (Fig.39A). En el caso del CII, inesperadamente se detectó un menor 
nivel de actividad en los ratones Hq respecto a los WT, a pesar de que el test estadístico post hoc no 
mostró diferencias significativas entre ninguno de los grupos (Fig.39A). Por último, no se encontraron 
diferencias significativas entre los grupos en el caso de las actividades del CIII y CIV (Fig.39A).  

Por último, se midieron por western blot los niveles de GAPDH en los ratones del estudio de la 
intervención (Fig.39B), sin observarse diferencias significativas entre los grupos experimentales, lo que 
sugiere que el déficit de actividad del CI no estaría dando lugar a una mayor activación del metabolismo 
glucolítico como vía alternativa para producir ATP.  

 

En resumen, el conjunto de datos sugirió que no existe un defecto relevante en la síntesis de subunidades 
de los complejos, pero sí un fallo moderado en el ensamblaje del CI, tanto en su forma libre como 
formando parte del supercomplejo I+III2 y el respirasoma. Este fallo de ensamblaje podría ser 
responsable de la deficiencia en la actividad enzimática del CI, que no parecería producir una mayor 
activación del metabolismo glucolítico. Por último, el programa de entrenamiento no tuvo ningún efecto 
relevante sobre la cantidad de complejos de la CTE ni su actividad.  
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Figura 37. Efectos del entrenamiento sobre el sistema OXPHOS en músculo esquelético. (A) Niveles de NDUFB8, 
NDUFS1, NDUFB7, SDHA, CORE2, COX5A y ATP5A medidos por western blot en homogeneizados de cuádriceps de 
ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del estudio de la intervención. (B) Niveles de 
ARNm de Nrf2 medidos mediante QuantiGene Plex en ratones WT y Hq del estudio de la evolución temporal (2 y 6 meses). 
Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total del carril estimada por tinción con Azul de 
Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=10-12 ratones) se representan la mediana, el rango intercuartílico y los 
valores mínimo y máximo. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT Sed y, además, en (B) respecto a 
la expresión de genes endógenos. Estadística: se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), 
y las diferencias entre pares de grupos se determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 
****p<0,0001 para pares significativamente distintos).  
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Figura 38. Ensamblaje de supercomplejos de la CTE en músculo esquelético. (A) Electroforesis en condiciones nativas en 
primera dimensión (1D-BN-PAGE) e inmunodetección con anticuerpos de proteínas de todos los complejos (NDUFB8, 
NDUFA9, NDUFS1, SDHA, CORE2, COX5A y ATP5A) en fracciones enriquecidas en mitocondrias de cuádriceps de ratones 
wild type (WT) y Harlequin (Hq) de 6 meses de edad del estudio de la evolución temporal. Se muestran las bandas 
correspondientes al CII, al CIV en su forma monomérica, al CIII y CIV en su forma dimérica, al CI en su forma monomérica, 
al supercomplejo CI+CIII2 y al respirasoma (CI+CIII+CIV). (B) Cuantificación de cada una de las bandas de la 1D-BN-PAGE 
(n=1 pool de 8 ratones). (C) Electroforesis en condiciones desnaturalizantes en segunda dimensión (2D-BN/SDS-PAGE) y 
posterior inmunodetección con anticuerpos de las proteínas NDUFB7, NUDFS1 y NDUFA9. Se muestran las bandas 
correspondientes al CI en su forma monomérica, al supercomplejo CI+CIII2 y al respirasoma. (D) Cuantificación de la ratio 
respirasoma/complejo libre de las bandas correspondientes a la detección de las proteínas del CI en la 2D-BN/SDS-PAGE.  
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Figura 39. Actividad enzimática de los complejos del sistema OXPHOS en músculo esquelético. (A) Niveles de actividad 
enzimática de los complejos de la CTE y CS, medidos en homogeneizados proteicos totales de cuádriceps de ratones wild type 
(WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del estudio de la intervención. (B) Niveles de GAPDH medidos 
por western blot en homogeneizados de cuádriceps de ratones wild WT y Hq, Sed y Ent, del estudio de la intervención.  
Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína total del carril estimada por tinción con Azul de 
Coomassie. Datos: para cada grupo experimental (n=10-12 ratones) se representan la mediana, el rango intercuartílico y los 
valores mínimo y máximo. Los valores se relativizaron con respecto al WT Sed. Estadística: se utilizó el test principal de 
Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), y las diferencias entre pares de grupos se determinaron con el test post 
hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 para pares significativamente distintos).  

3.2. Alteraciones en la distribución de lípidos.  

A partir del análisis proteómico de los ratones del estudio de la intervención, se pudo observar que los 
niveles de las proteínas de unión a ácidos grasos, FABP3 y FABP4, eran superiores en bíceps femoral 
de los ratones Hq respecto a los animales WT (material suplementario, Tabla S12), mientras que el 
entrenamiento no parecía producir ningún efecto sobre estas proteínas. Para validar este resultado, se 
midió la expresión de ARNm de Fabp4 en cuádriceps de ratones sedentarios WT y Hq sedentarios de 2 
y 6 meses de edad, observándose una expresión significativamente mayor en los ratones Hq a ambas 
edades (Fig.40A).  



 

Resultados 

146 
 

Por otro lado, gracias a la visualización, mediante microscopía electrónica, de cuádriceps de ratones 
sedentarios de 6 meses de edad, se pudo cuantificar el número de gotas lipídicas presentes en el tejido. 
En los 3 ratones WT analizados apenas se encontraron gotas lipídicas en el tejido. Sin embargo, en los 
3 ratones Hq se observó un mayor número de gotas lipídicas respecto a los WT, siendo 
considerablemente mayor la cantidad de gotas lipídicas en uno de ellos (Fig.40B y C).   

 

Figura 40. Distribución de lípidos en músculo esquelético. (A) Niveles de ARNm de Fabp4 medidos mediante QuantiGene 
Plex en cuádriceps de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq) del estudio de la evolución temporal (2 y 6 meses). (B) Número 
promedio de gotas lipídicas/área de tejido en cuádriceps de ratones WT y Hq, medido a partir de imágenes tomadas con el 
microscopio electrónico de transmisión. (C) Imágenes representativas de cuádriceps de ratones WT y Hq, tomadas a través del 
microscopio electrónico de transmisión. Las flechas rojas indican gotas lipídicas. Datos: para cada grupo experimental ([A] 
n=5-6 ratones; [B] n=3 ratones) se representan la mediana y el rango intercuartílico, y en (A) la línea de la evolución temporal. 
Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT y, además, en (A) respecto a la expresión de los genes 
endógenos. Estadística: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su 
edad (test U de Mann-Whitney).  

3.3. Alteraciones en los niveles de aminoácidos y otros metabolitos. 

Se midió la concentración de aminoácidos y otros metabolitos en homogeneizados totales de cuádriceps 
de los ratones del estudio de la intervención, mediante cromatografía líquida de alta eficacia. Se 
encontraron niveles mayores de prácticamente todos ellos en los ratones Hq respecto a los WT, siendo 
estadísticamente significativa la diferencia para la valina, el ácido α-aminoadípico, la ornitina, la lisina, 
la arginina y la N-leucina. En cambio, no se vieron diferencias en los niveles de citrulina entre ratones 
Hq y WT; y se observaron unos niveles menores de anserina y carnosina en los ratones Hq respecto a 
los controles (Tabla 6).  
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Tabla 6. Concentración de aminoácidos y otros metabolitos presentes en cuádriceps de los ratones del estudio de la 
intervención. 

Metabolito [WT] μmol/L [Hq] μmol/L p valor 
Fosfoserina 23,6 ± [23,1-23,8] 24,2 ± [23,6-24,4] 0,309 
Taurina 2357,5 ± [2308,5-2382,5] 2424,6 ± [2361,9-2442,4] 0,055 
Fosfoetanolamina 25,1 ± [23,5-33,0] 32,3 ± [30,3-38,1] 0,095 
Urea 784,7 ± [624,9-815,8] 727,9 ± [651,4-1115,4] 0,690 
Treonina 38,2 ± [36,5-44,7] 44,7 ± [44,1-62,5] 0,095 
Serina 47,6 ± [34,9-65,5] 58,7 ± [47,3-82,4] 0,420 
Asparagina 5,6 ± [4,8-7,3] 6,6 ± [5,8-13,1] 0,548 
Glutamato 56,5 ± [48,4-72,9] 66,2 ± [57,3-131,2] 0,151 
Glutamina 165,3 ± [143,4-202,1] 204,3 ± [181,8-235,5] 0,095 
α-aminoadípico 82,5 ± [78,7-88,1]  103,0 ± [98,8-116,7] 0,008 ** 
Glicina 205,3 ± [170,3-311,2] 282,1 ± [235,1-334,4] 0,222 
Alanina 348,7 ± [277,4-371,1] 379,4 ± [354,5-475,1] 0,095 
Citrulina 13,6 ± [12,3-16,2] 15,6 ± [10,1-18,2] >0,999 
Valina 24,7 ± [23,1-25,9] 31,1 ± [29,3-39,1] 0,008 ** 
Metionina 9,9 ± [9,4-10,4] 12,1 ± [8,2-13,8] 0,690 
Cistina 8,3 ± [7,9-8,4] 8,6 ± [7,8-9,4] 0,151 
Isoleucina 17,9 ± [15,8-18,8] 21,3 ± [18,7-23,3] 0,055 
Leucina 23,6 ± [22,9-25,5] 33,7 ± [25,7-38,3] 0,095 
Tirosina 16,2 ± [13,2-16,3] 16,6 ± [14,5-18,5] 0,222 
Fenilalanina 11,5 ± [11,2-13,1] 15,7 ± [11,5-17,3] 0,095 
Amonio 575,3 ± [573,5-600,0] 569,0 ± [555,1-598,5] 0,421 
Ornitina 4,4 ± [4,1-5,1] 8,3 ± [6,2-12,8] 0,008 ** 
Lisina 53,6 ± [44,9-58,3] 66,8 ± [63,4-84,5] 0,008 ** 
Histidina 14,8 ± [12,9-18,7] 18,0 ± [14,9-21,5] 0,309 
Anserina 696,4 ± [583,4-776,2] 528,0 ± [460,9-539,6] 0,055 
Carnosina  393,2 ± [300,8-428,4] 305,1 ± [216,5-424,9] 0,548 
Arginina 25,0 ± [18,7-25,7] 34,1 ± [27,9-46,4] 0,008 ** 
Hidroxiprolina 11,7 ± [10,5-14,2] 14,6 ± [12,3-16,1] 0,222 
Prolina 34,4 ± [16,7-37,3] 36,7 ± [28,9-57,8] 0,309 
N-leucina 23,3 ± [13,6-28,5] 38,5 ± [33,6-40,9] 0,032 * 

Los datos se expresan como la mediana ± el rango intercuartílico de los distintos metabolitos para cada grupo experimental. Se 
muestra el p valor de cada comparación entre los grupos WT y Hq para cada metabolito (test U de Mann Whitney; * p<0,05; 
** p<0,01).  
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3.4. Estrés oxidativo.  

3.4.1. Niveles de proteínas antioxidantes. 

Para estudiar la posible presencia de estrés oxidativo en músculo esquelético del ratón Hq, se midieron 
mediante western blot los niveles de catalasa, SOD1, SOD2 y PRDX6 en cuádriceps de los ratones del 
estudio de la intervención. Únicamente se observaron diferencias significativas entre los grupos en los 
niveles de catalasa; el análisis estadístico post hoc mostró unos niveles significativamente mayores en 
los ratones Hq sedentarios respecto a los WT sedentarios, así como en los Hq entrenados respecto a los 
WT entrenados. Además, el entrenamiento no alteró esta variable en los ratones entrenados respecto a 
los sedentarios de su mismo genotipo (Fig.41A). En cambio, no se detectaron diferencias en los niveles 
de SOD1, SOD2 y PRDX6 entre ninguno de los grupos (Fig.41A). Puesto que se habían observado 
mayores niveles de catalasa en los ratones Hq, se midieron los niveles de su actividad en cuádriceps de 
ratones sedentarios WT y Hq de 6 meses de edad, pero no se observaron diferencias significativas entre 
ambos grupos (Fig.41B). Por otro lado, se midió el nivel de ARNm de Nrf2 en ratones sedentarios de 2 
y 6 meses de edad, y no se observó ningún cambio significativo en los niveles de expresión entre los 
ratones Hq y WT de su misma edad (Fig.41C). Por último, el análisis proteómico y de las modificaciones 
oxidativas postraduccionales mostraron, igual que en el corazón, un aumento en los niveles de albúmina, 
así como de oxidación de múltiples sus residuos de cisteína, en los ratones Hq respecto a los WT 
(material suplementario, Tabla S13 y S16).  

3.1.1. Estrés oxidativo en el ADN.  

Se llevó a cabo la detección de 8-OHdG, mediante inmunofluorescencia, en cortes de tibial anterior de 
los ratones del estudio de la intervención. Puesto que el ensayo se llevó a cabo en un solo ratón de cada 
grupo experimental, no se pudo realizar estadística de la cuantificación. Sin embargo, teniendo en cuenta 
el número de imágenes analizadas (n=5), los datos sugirieron una tendencia (p<0,0001) a una mayor 
intensidad de fluorescencia de 8-OHdG en los ratones Hq respecto a los WT. Sin embargo, los datos no 
sugirieron diferencias entre los ratones entrenados respecto a los sedentarios para ninguno de los 
genotipos (Fig.42 A y B). 

 

En definitiva, el músculo esquelético del ratón Hq presentó unos mayores niveles de catalasa, aunque 
no de su actividad, lo que podría sugerir una mayor cantidad de H2O2 en las células. Además, mostró 
una mayor cantidad de daño por ROS en el ADN y unos mayores niveles de albúmina que en los ratones 
control. Por otro lado, el ejercicio físico no ejerció ningún efecto notable sobre el estrés oxidativo en el 
ratón Hq.  
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Figura 41. Estrés oxidativo en músculo esquelético. (A) Niveles de catalasa, PRDX6, SOD1 y SOD2, medidos por western 
blot en homogeneizados de cuádriceps de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del 
estudio de la intervención. (B) Actividad catalasa en homogenizados de cuádriceps de ratones WT y Hq del estudio de la 
evolución temporal (6 meses de edad). (C) Niveles de ARNm de Nrf2 medidos mediante QuantiGene Plex en ratones WT y 
Hq del estudio de la evolución temporal (2 y 6 meses). Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la proteína 
total del carril estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: (A) y (B) para cada grupo experimental ([A] n=10-12 
ratones; [B] n=5 ratones) se representan la mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. (C) para cada 
grupo experimental (n=5-6 ratones) se representan la mediana y el rango intercuartílico. Los valores se relativizaron respecto 
al promedio del grupo WT Sed y, además, en (B) respecto a la expresión de genes endógenos. Estadística: (A) se utilizó el test 
principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), y las diferencias entre pares de grupos se determinaron con 
el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 para pares significativamente distintos). (B) y (C) 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 significativamente distinto del grupo WT de su edad (test U de Mann-
Whitney).  
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Figura 42. ROS en el ADN. (A) Detección de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), mediante inmunofluorescencia, en 
cortes de tibial anterior de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del estudio de la 
intervención (objetivo 40x). (B) Cuantificación de la fluorescencia media de 8-OHdG de las imágenes de (A) con el software 
ImageJ. Datos: para cada grupo experimental (n= 5 imágenes de 1 ratón) se representan la mediana, el rango intercuartílico y 
el valor mínimo y máximo. Los valores se relativizaron respecto al promedio del grupo WT Sed. Estadística: se utilizó el test 
principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), y las diferencias entre pares de grupos se determinaron con 
el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 para pares significativamente distintos).  

3.2. Fenotipo de la maquinaria contráctil muscular. 

En primer lugar, se analizó el área de la sección transversal de las fibras musculares en cortes de tibial 
anterior de los animales del estudio de la intervención, marcadas con un anticuerpo contra la proteína 
MyHC-2b (myosin heavy chain type IIB). El ensayo se realizó en un solo ratón de cada grupo 
experimental; sin embargo, teniendo en cuenta todas las fibras medidas (n=30-60), se pudo observar una 
tendencia a que las fibras musculares de los ratones Hq presentasen un área menor que las fibras de los 
ratones WT (p=0,0016) (Fig.43A), lo que estaría sugiriendo un proceso de atrofia. Además, se cuantificó 
el número de núcleos por fibra; teniendo en cuenta el número de fibras analizadas (n=400-900), el 
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análisis estadístico principal mostró diferencias significativas entre grupos (p=0,0036), sugiriendo un 
menor número de núcleos/célula en los ratones Hq que en los WT (Fig.43B). Por otro lado, en imágenes 
de microscopía electrónica de cortes longitudinales de cuádriceps de ratones WT y Hq sedentarios de 6 
meses de edad, se midió la distancia longitudinal entre líneas Z de los sarcómeros, sin observarse 
diferencias significativas entre los grupos (Fig.43B).   

En el estudio proteómico realizado en los ratones del estudio de la intervención se identificaron varias 
proteínas relacionadas con la estructura y función de los sarcómeros, cuyos niveles estaban alterados en 
los ratones Hq (material suplementario, Tabla S14). Entre ellas, se encontró MyHC-2b, cuyos niveles 
en ratones Hq fueron aproximadamente la mitad que los de ratones WT. Además, se observaron menores 
niveles en los ratones Hq de la cadena ligera de la miosina reguladora o fosforilable de fibras rápidas 
(myosin regulatory light chain 2 skeletal muscle, MYLPF), de la cadena ligera esencial de la miosina 
(myosin light chain 1/3 skeletal muscle, MYL1), de la troponina C de fibras rápidas (troponin C fast 
skeletal type, TNNC2), de la troponina T de fibras rápidas (troponin T fast skeletal type, TNNT3), de la 
troponina I de fibras rápidas (troponin I fast skeletal type, TNNI2) y de la α-actina muscular (actin alpha 
I skeletal muscle, ACTA1). Por último, se vieron unos niveles mayores de PDLIM3 (PDZ and LIM 
domain protein 3) —proteína localizada en los discos Z, que favorece la unión entre la actina y la α-
actinina2— en los ratones Hq que en los WT. Sin embargo, se cuantificaron los niveles de ARNm de la 
α-actina muscular y de la cadena pesada de la miosina rápida IIB (Myh4) en cuádriceps de ratones 
sedentarios de 2 y 6 meses, sin observarse diferencias significativas entre animales WT y Hq (Fig 43D).  

Por último, en el cuádriceps de 1 de los 3 ratones Hq de 6 meses, visualizado en el microscopio 
electrónico de transmisión, se detectaron numerosas zonas en las que los sarcómeros de las fibras 
musculares se encontraban desorganizados y con espacios entre ellos (Fig.43E), lo que podría indicar 
un proceso de degeneración de las fibras.  

 

En resumen, los datos obtenidos en el estudio proteómico de bíceps femoral sugirieron una pérdida de 
las isoformas rápidas de las proteínas contráctiles en el músculo esquelético de los ratones Hq, 
coherente con la atrofia muscular ya conocida en el modelo, y con la pérdida de mionúcleos. Dichas 
alteraciones incluyen a las cadenas esencial y reguladora de la miosina, la α-actina, y los tres 
componentes del complejo de la troponina: troponinas T, C e I. La ausencia de cambios en los niveles 
de ARNm de algunas de ellas señalaría hacia fenómenos de degradación de proteínas, y no a 
alteraciones en la expresión génica, hipótesis que en todo caso deberá comprobarse en estudios futuros. 
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Figura 43. Fenotipo de la maquinaria contráctil muscular. (A) Área de la sección transversal celular y, (B) número de 
núcleos/célula en cortes transversales de fibras musculares de tibial anterior de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), 
sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del estudio de la intervención. (C) Distancia entre líneas Z de cuádriceps de ratones WT 
y Hq sedentarios de 6 meses de edad (D) Niveles de ARNm de α-actina y Myh4 medidos mediante QuantiGene Plex en ratones 
WT y Hq del estudio de la evolución temporal (2 y 6 meses). (E) Imágenes representativas de cuádriceps de ratones WT y Hq 
de 6 meses de edad (5000x). Datos: (A) y (B) para cada grupo experimental ([A] n= 30-60 fibras de 1 ratón; [B] 400-900 fibras 
de 1 ratón) se representan la mediana, el rango intercuartílico y el valor máximo y mínimo; (C) y (D) para cada grupo 
experimental ([C] n= 3 ratones; [D] n= 5-6 ratones) se representan la mediana y el rango intercuartílico. Estadística: (A) y (B) 
se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), y las diferencias entre pares de grupos se 
determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 para pares significativamente 
distintos). (C) y (D) *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su edad 
(test U de Mann-Whitney).  
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3.3. Proteínas implicadas en el manejo de Ca2+ intracelular durante la 
contracción muscular. 

En el análisis proteómico realizado en bíceps femoral de los ratones del estudio de la intervención se 
detectaron algunas proteínas relacionadas con el manejo de Ca2+ intracelular durante la contracción 
muscular, cuyos niveles sugerían una alteración en los ratones Hq (material suplementario, Tabla S15). 
Tal fue el caso del RYR1 (isoforma de músculo esquelético), para el que se observaron unos niveles 
levemente menores que en los ratones WT. Además, se encontraron niveles inferiores de SERCA1 
(isoforma de fibras rápidas) en los ratones Hq. Sin embargo, se observaron unos niveles superiores de 
SERCA2 (isoforma cardiaca y de fibras lentas) expresándose en los ratones Hq. También se detectaron 
unos niveles ligeramente menores de calsecuestrina (CASQ1) en los ratones Hq, así como de la proteína 
TMEM38A (trimeric intracellular cation channel type A).  

 
Figura 44. Proteínas implicadas en el manejo de Ca2+ intracelular en músculo esquelético. (A) Niveles de RYR1 medidos 
por western blot en homogeneizados de bíceps femoral de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y 
entrenados (ent), del estudio de la intervención. (B) Niveles de ARNm de RyR1, Serca1 y Serca2 medidos mediante QuantiGene 
Plex en ratones WT y Hq del estudio de la evolución temporal (2 y 6 meses). Densitometría: el valor de cada banda fue 
normalizado por la proteína total del carril estimada por tinción con Azul de Coomassie. Datos: (A) para cada grupo 
experimental (n=10-12 ratones) se representan la mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. Los valores 
se relativizaron con respecto al WT Sed. (B) para cada grupo experimental (n=5-6 ratones) se representan la mediana y el rango 
intercuartílico. Los valores se relativizaron con respecto al WT de 2 meses. Estadística: (A) se utilizó el test principal de 
Kruskal-Wallis (cuyo p valor se indica en la gráfica), y las diferencias entre pares de grupos se determinaron con el test post 
hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 para pares significativamente distintos). (B) *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001; ****p<0,0001 Hq significativamente distinto del grupo WT de su edad; #p<0,05 Hq 6 meses significativamente 
distinto de Hq 2 meses (test U de Mann-Whitney).  
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A partir de lo observado en el análisis proteómico, se decidió validar por western blot los niveles de 
RYR1 en bíceps femoral de los ratones del estudio del entrenamiento, encontrando diferencias 
significativas entre ellos. Concretamente, se vieron menores niveles en los ratones Hq que en los WT, 
aunque el análisis post hoc solo mostró diferencias significativas entre los grupos de ratones Hq 
entrenados y WT sedentarios (Fig.44A). Además, los datos de los ratones entrenados podrían sugerir un 
leve descenso de los niveles de RYR1 respecto a los ratones sedentarios, tanto en el caso de los Hq como 
de los WT (Fig.44A), si bien las diferencias no fueron significativas. Por otro lado, se midieron los 
niveles de expresión de Ryr1 en cuádriceps de ratones WT y Hq sedentarios de 2 y 6 meses de edad, 
encontrándose un descenso en los ratones Hq, que fue significativo a 6 meses de edad (Fig.44B). En 
estos mismos ratones, se midieron los niveles de expresión de Serca1, y se observó una disminución en 
los niveles de los ratones Hq de 6 meses respecto a los de 2 meses, aunque en ningún caso se encontraron 
diferencias significativas respecto a los controles de su misma edad (Fig.44B). Por último, se midieron 
los niveles de expresión de la isoforma cardiaca Serca2, los cuales fueron significativamente mayores 
en los ratones Hq que en los WT, tanto a 2 como a 6 meses de edad (Fig.44B).  

Los hallazgos obtenidos en esta sección sugirieron una alteración en la expresión de las proteínas 
relacionadas con la homeostasis del Ca2+ y el acoplamiento excitación-contracción muscular en el 
ratón Hq, consistentes en un menor contenido en calsecuestrina, RYR1, TMEM38A y SERCA1, 
compensado con la expresión aumentada de la isoforma típica de fibras lentas SERCA2. En cualquier 
caso, todas estas posibles alteraciones deberían ser confirmadas con estudios funcionales y la 
validación de todos los cambios que no ha podido ser realizada en esta memoria.  

3.4. Autofagia. 

Para comprobar si la autofagia podía estar alterada en músculo esquelético, y si el entrenamiento podía 
tener algún efecto sobre este proceso, se midieron por western blot los niveles de diferentes proteínas 
representativas de distintas fases de la autofagia, en bíceps femoral de los ratones del estudio de la 
intervención.  

Se midieron los niveles totales de la proteína AMPK y se observó que éstos eran significativamente 
mayores en los ratones Hq respecto a los WT sedentarios (Fig.45). Sin embargo, los niveles de AMPK 
fosforilada en el residuo Thr172 no mostraron diferencias entre ratones WT y Hq (Fig.45). Además, en 
ninguno de los grupos experimentales el entrenamiento produjo un efecto significativo sobre los niveles 
AMPK total ni fosforilada (Fig.45).  



 

Resultados 

155 
 

 
Figura 45. Autofagia en músculo esquelético. Niveles de AMPK total (AMPKt), AMPK fosforilada en el residuo Thr172 
(pAMPK), ATG16L, beclin1, LC3B-I, LC3B-II, P62 y LAMP1 medidos por western blot en homogeneizados de bíceps 
femoral de ratones wild type (WT) y Harlequin (Hq), sedentarios (Sed) y entrenados (Ent), del estudio de la intervención. 
Densitometría: el valor de cada banda fue normalizado por la de GAPDH de su carril. Datos: para cada grupo experimental 
(n=10-12 ratones) se representan la mediana, el rango intercuartílico y los valores mínimo y máximo. Los valores se 
relativizaron respecto al promedio del grupo WT Sed. Estadística: se utilizó el test principal de Kruskal-Wallis (cuyo p valor 
se indica en la gráfica), y las diferencias entre pares de grupos se determinaron con el test post hoc de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001; ****p<0,0001 para pares significativamente distintos).  
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En cuanto a las proteínas que participan en la formación del fagóforo, ATG16L y beclin1, se observaron 
en ambos casos unos niveles significativamente mayores en los ratones Hq respecto a los WT 
sedentarios (Fig.45). En ninguna de ellas el entrenamiento produjo ningún efecto significativo en 
ninguno de los grupos experimentales entrenados en comparación a los sedentarios (Fig.45). Respecto 
a LC3B-I, no se observó ninguna diferencia entre los grupos (Fig.45). Sin embargo, se encontraron unos 
niveles de LC3B-II significativamente superiores en los ratones Hq respecto a los WT sedentarios, sin 
observarse ningún efecto del entrenamiento para ninguno de los genotipos (Fig.45). Por último, se 
cuantificaron los niveles de P62 y LAMP1. En el caso de P62, se vieron niveles significativamente 
superiores en los ratones Hq sedentarios respecto a los WT sedentarios, y ningún efecto significativo 
del entrenamiento en ninguno de los grupos (Fig.45). En el caso de LAMP1, no se encontró ninguna 
diferencia significativa entre los grupos experimentales (Fig.45).  
 
Las evidencias obtenidas indicaron que en el bíceps femoral de los ratones Hq se produce una 
acumulación de marcadores de las distintas fases de la autofagia, así como un acúmulo de proteínas 
marcadas por p62 para su degradación, que podría contribuir a la miopatía del modelo, y que el 
programa de entrenamiento utilizado no fue capaz de paliar. 
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1. AIF y su función como inductora de muerte celular. 

En primer lugar, en el presente trabajo se comprobó que la caída de los niveles de AIF en corazón y 
músculo esquelético de los ratones Hq era de aproximadamente el 95% —ligeramente mayor al 80% 
descrito en la literatura (199)—. Tanto en cardiomiocitos aislados de ratones Hq neonatales, como en 
cortes de tejido de tibial anterior de ratones Hq adultos, se observó que la cantidad residual de AIF se 
encontraba predominantemente localizada en los núcleos celulares y no en las mitocondrias. En la 
literatura, se considera la translocación de AIF al núcleo un proceso que desencadena la muerte celular 
(200–202). Sin embargo, en esta tesis no se detectaron núcleos apoptóticos en cardiomiocitos o en 
células musculoesqueléticas de ratones Hq, ni una activación de las caspasas ni indicios de muerte tipo 
parthanatos. Previamente se ha descrito que AIF sólo es capaz de interaccionar con el ADN cuando la 
concentración de AIF y la ratio AIF/ADN son elevadas (203), por lo que es posible que esta bajísima 
cantidad residual de AIF no sea suficiente para inducir la degradación del ADN. Además, AIF presenta 
una lisina cuya ubiquitinación bloquea su unión al ADN y, por tanto, la degradación de éste (204, 205). 
Aunque en la presente tesis no se ha analizado esa posible ubiquitinación, dicho fenómeno podría estar 
teóricamente activo en el modelo, evitando la cromatinolisis. 

Inesperadamente, pese a no haber encontrado un mayor nivel de muerte celular en los cardiomiocitos 
Hq, sí se observó un mayor número de núcleos marcados con TUNEL en las células mesoteliales del 
epicardio, el cual constituye la capa de células más externa que envuelve el corazón. Pese a su importante 
papel durante el desarrollo embrionario (206), en individuos adultos el epicardio se encuentra en un 
estado inactivo, aunque puede ser activado en respuesta al daño en el corazón, estimulando la 
regeneración de cardiomiocitos, y manteniendo la estructura cardiaca y las propiedades 
electrofisiológicas (207). Por tanto, un mayor nivel de muerte en las células del epicardio del ratón Hq 
podría afectar a su capacidad regenerativa, contribuyendo al desarrollo de una cardiomiopatía.  

2. Ultraestructura, dinámica y biogénesis mitocondrial. 

Gracias al análisis de la ultraestructura de las mitocondrias intermiofibrilares realizado en el corazón, se 
observó que los ratones Hq presentaban un menor número de mitocondrias; sin embargo, puesto que 
éstas tenían una mayor área y perímetro, el contenido mitocondrial total apenas cambió entre los ratones 
Hq y WT. Además, las mitocondrias de los corazones Hq presentaron una morfología más alargada 
(menor redondez y mayor diámetro de Feret) y un mayor número de contactos entre ellas. Puesto que se 
observaron unos niveles mayores de la proteína de fusión MFN2 en los ratones Hq a 2 y 6 meses de 
edad, y de OPA1 en los ratones Hq sedentarios del estudio de la intervención, el conjunto de hallazgos 
sugirió un aumento del proceso de fusión mitocondrial en los ratones Hq, fenómeno que se ha descrito 
recientemente en fibroblastos embrionarios de ratón deficientes en AIF (208). Sin embargo, sería 
necesario llevar a cabo ensayos de fusión y fisión para poder confirmar este hallazgo. En este sentido, 
se ha propuesto la fusión mitocondrial como un mecanismo de rescate que permite el intercambio de 
material entre mitocondrias funcionales y dañadas, compensándose los defectos funcionales, 
restableciendo la integridad de la red mitocondrial entera y potenciando la síntesis de ATP (209, 210). 
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Por tanto, un aumento de la fusión mitocondrial en el corazón de los ratones Hq supondría un mecanismo 
de compensación para diluir el daño mitocondrial, mejorando así la funcionalidad general de toda la red 
y la producción de energía. Además, se ha propuesto la fusión como un mecanismo que previene la 
activación de la mitofagia (211), lo que estaría apoyado por el hecho de que no se haya observado un 
mayor nivel de mitofagia en el corazón de los ratones Hq.  

Por otro lado, los hallazgos respecto al contenido mitocondrial en corazón fueron contradictorios, con 
un mayor nivel de VDAC1 a 6 meses de edad, junto a unos niveles invariables de HSP60 y CS en los 
ratones Hq. Esto, sumado a que el nivel de ARNm de PGC1α fue menor en los ratones Hq de 6 meses, 
y a que la actividad de CS en homogenizados totales no cambió, llevó a descartar un proceso de 
biogénesis mitocondrial que aumentase el contenido mitocondrial en corazón de ratones Hq sedentarios. 
VDAC es la proteína más abundante de la MME, y regula el transporte de numerosos metabolitos, 
nucleótidos e iones a través de la MME (212). Además, juega un importante papel regulando la 
apoptosis, por ejemplo, modulando la salida de AIF al citosol (213). Por ello, los mayores niveles de 
VDAC1 podrían estar relacionados con la migración del AIF residual de las mitocondrias al núcleo en 
los ratones Hq, y no ser un reflejo real de la cantidad de mitocondrias en el tejido.  

Por último, en el músculo esquelético del ratón Hq, el análisis de la ultraestructura mitocondrial también 
sugirió la presencia de un menor número de mitocondrias, siendo éstas de mayor área y perímetro, más 
alargadas, y menos redondas y circulares. Aunque los datos mostraron una mayor variabilidad que en 
corazón, y no se llevó a cabo un estudio de la dinámica y biogénesis mitocondrial, los hallazgos de la 
ultraestructura apuntaron en la misma dirección que lo observado en corazón.  

3. Alteraciones del metabolismo lipídico. 

Tanto en corazón como en cuádriceps de los ratones Hq, se detectó un mayor número de gotas lipídicas 
respecto a los animales WT. Las gotas lipídicas son componentes celulares que pueden contener lípidos 
neutros, triacilglicéridos y colesterol (214); pueden formarse en diferentes contextos celulares que no 
son excluyentes, y contribuir a la generación de energía, la síntesis de hormonas esteroideas, la 
formación de membranas o a contrarrestar la síntesis de ROS (215). Se ha comprobado que, en 
condiciones de estrés energético, los lípidos acumulados en gotas pueden ser transferidos a las 
mitocondrias, suponiendo una fuente de energía. Este proceso implica unas mitocondrias más fusionadas 
y en contacto con las gotas lipídicas, así como un aumento de la autofagia para reponer los ácidos grasos 
en las gotas lipídicas (216). Durante la disección de los ratones Hq, se observó de visu que éstos 
presentaban una menor cantidad de tejido graso que los ratones WT. Esto, junto al hecho de que la mayor 
parte de las gotas lipídicas encontradas en corazón y cuádriceps de los ratones Hq se localizasen 
asociadas a mitocondrias, y a unos posibles mayores niveles de fusión mitocondrial y de autofagia, 
podría sugerir que se está produciendo una movilización de ácidos grasos del tejido graso al muscular, 
con la consiguiente formación de gotas lipídicas y la utilización de los lípidos para la generación de 
energía en las mitocondrias. Además, esta hipótesis también podría ser apoyada por los mayores niveles 
de FABPs encontrados en los ratones Hq, que son chaperonas de unión a ácidos grasos con funciones 
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relevantes en el importe, almacenamiento y liberación de ácidos grasos en la célula (217). De hecho, se 
ha observado que, en corazón y músculo esquelético, el contenido en FABPs es proporcional a la tasa 
de oxidación de ácidos grasos (218). Además, un estudio de nuestro grupo reveló que una sesión única 
de ejercicio era capaz de elevar los niveles plasmáticos de FABP3 en pacientes mitocondriales (172), 
probablemente para aumentar la disponibilidad de energía muscular. Por tanto, es posible que en los 
ratones Hq se esté produciendo como mecanismo de compensación un incremento de FABPs para 
potenciar el transporte de ácidos grasos a las mitocondrias para su oxidación y la obtención de energía. 
Sin embargo, también cabe mencionar que un aumento en la cantidad de gotas lipídicas en el contexto 
de un fallo OXPHOS puede darse como consecuencia de que los ácidos grasos no pueden ser 
metabolizados correctamente, de manera que se almacenan dentro de gotas lipídicas para evitar una 
situación de lipotoxicidad en la célula (219), siendo ésta otra posibilidad para explicar la mayor cantidad 
de gotas lipídicas en los ratones Hq.  

4. Sistema OXPHOS.  

La mayor parte de modelos de deficiencia de AIF estudiados hasta ahora manifiestan un déficit de los 
niveles del CI principalmente; y, en algunos casos, del CIV de forma más moderada (78, 80, 81). 
Además, en células madre embrionarias deficientes en AIF se ha descrito un nivel menor del CIII (77). 
En esta tesis se llevó a cabo un estudio del sistema OXPHOS con el fin de averiguar cómo la deficiencia 
de AIF afecta a este sistema en corazón y músculo esquelético del ratón Hq. 

En el caso del corazón, no se detectaron diferencias en los niveles de ninguna de las subunidades del 
sistema OXPHOS entre los ratones Hq y WT a 2, 3 y 6 meses medidas en homogenizados totales. Sin 
embargo, al estudiar el ensamblaje de los complejos de la CTE en fracciones enriquecidas en 
mitocondrias de ratones de 6 meses, sí se observaron unos niveles moderadamente menores de 
subunidades del CI y del CIII en los complejos libres y formando parte del supercomplejo I+III2 y del 
respirasoma. Además, también se encontraron menos dímeros y monómeros del CV. En el caso del CIV, 
se vieron niveles menores de respirasoma (probablemente debido al déficit de CI y CIII para formarlo) 
y una acumulación del CIV libre, por no poder formar parte del respirasoma. El hecho de que los niveles 
de las subunidades medidas en homogenizados totales no cambiasen, pero sí se observasen unos niveles 
menores de CI, CIII y CV en fracciones enriquecidas en mitocondrias, estaría indicando que no existe 
un fallo en la síntesis de las subunidades sino en el ensamblaje de estos complejos y supercomplejos, 
bien porque algunas proteínas no se estén importando correctamente al interior mitocondrial o bien 
porque se estén degradando por la imposibilidad de ensamblarse adecuadamente en los complejos. Pese 
a la existencia de estas alteraciones, no se encontró una caída en la actividad del CI ni del resto de 
complejos en el ratón Hq, así como tampoco del consumo de O2 en cardiomiocitos neonatales, lo que 
indicaría que el defecto en el ensamblaje de los complejos CI, CIII, y CV no se traduce en un descenso 
relevante de su función. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las medidas de actividad enzimática 
se realizaron in vitro y en condiciones óptimas de disponibilidad de sustratos, mientras que los ensayos 
de respirometría se hicieron en cardiomiocitos neonatales, en los cuales es posible que sea demasiado 
pronto como para detectar alteraciones. Por tanto, cabe la posibilidad de que, en condiciones fisiológicas 
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y en animales adultos, el mecanismo de fosforilación oxidativa sí esté afectado, especialmente en 
situaciones de alta demanda de trabajo cardíaco. Por otro lado, los hallazgos de estas tesis 
correlacionaron con estudios previos que indican que en el corazón del ratón Hq no existe un déficit en 
los niveles ni actividad de ningún complejo de la CTE (77, 78). Sin embargo, en un modelo en el que se 
abolió completamente AIF en músculo esquelético y cardiaco, sí se describió una caída significativa de 
los niveles y la actividad del CI, y una caída más moderada del CIV (81), lo que pone de manifiesto que 
AIF también tiene una función esencial en el mantenimiento de la función OXPHOS en el corazón.  

En cuanto al músculo esquelético, no se observaron diferencias en los niveles de subunidades OXPHOS 
de homogenizados totales de ratones Hq respecto a los WT. Sin embargo, el estudio del ensamblaje de 
los complejos en fracciones enriquecidas en mitocondrias sí sugirió menores niveles de las proteínas 
NDUFA9 y NDUFS1 en el CI libre y en el supercomplejo I+III2 en los ratones Hq; y la acumulación 
del CIV libre, igual que sucedía en el corazón. Sin embargo, en este caso, los niveles de monómero del 
CV resultaron ser mayores en los ratones Hq que en los WT. Por tanto, también parece existir un defecto 
en el ensamblaje del CI en músculo esquelético, pero no en la síntesis de sus subunidades. En cuanto a 
la actividad de los complejos, los datos mostraron unos niveles inferiores del CI en los ratones Hq 
respecto a los WT, por lo que en este caso el defecto en el ensamblaje del CI sí estaría suponiendo un 
descenso de su función, que explicaría la miopatía del modelo y que correlaciona con hallazgos previos 
de otros autores (78, 173). Recientemente se ha observado que los fibroblastos embrionarios de ratón 
deficientes en AIF muestran fallos en el ensamblaje, con menores niveles de supercomplejo I+III2 y 
respirasoma (208), y postulan un modelo de “plasticidad”, en el cual la alteración de un complejo 
individual afecta a la organización de otros supercomplejos, fenómeno que podría estar ocurriendo en 
el corazón y el músculo esquelético del ratón Hq.  

Actualmente, la hipótesis más plausible que relaciona la función de AIF con el mantenimiento de la 
función OXPHOS es mediante su interacción con CHCHD4, la cual participa en la ruta de importe de 
algunas proteínas, entre las que se encuentran subunidades de la CTE, a la mitocondria (79). En esta 
tesis se observó que los niveles de CHCHD4 y de su ARNm eran menores en homogeneizados totales 
de corazón en los ratones Hq que en los WT a todas las edades. En el músculo esquelético no fue posible 
detectar la proteína mediante western blot, pero los niveles de ARNm fueron menores en los ratones Hq. 
No obstante, en ninguno de los dos tejidos la caída de CHCHD4 se tradujo en un menor contenido de la 
proteína NDUFB7, que se importa a la mitocondria a través de esta vía, si bien este hallazgo no descarta 
el fallo en su importe a la mitocondria, ya que esta proteína se cuantificó en homogenizados totales y no 
en fracción mitocondrial. Por tanto, la menor cantidad de CHCHD4 observada podría apoyar la 
existencia de un fallo en el importe de subunidades del CI, que podría a su vez desencadenar el fallo en 
el ensamblaje y/o estabilidad del CIII y del supercomplejo I+III2 y respirasoma, así como la acumulación 
del CIV libre. Sin embargo, recientemente se ha postulado que el efecto que la disfunción de AIF tiene 
sobre el sistema OXPHOS no depende del importe de las subunidades de los complejos de la CTE a 
través de CHCHD4, sino a una disfunción del complejo MICOS (mitochondrial contact site and cristae 
organizing system) en la MMI (220), con el que interacciona CHCHD4 (221). De hecho, se ha observado 
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que las células carentes de MICOS, o con fallos en su composición, exhiben un déficit de actividad del 
CIV, y un déficit de CI y CIV, respectivamente (222, 223). Además, MICOS interacciona físicamente 
con OPA1 y con el CV, desempeñando un papel importante en la formación y el mantenimiento de las 
crestas mitocondriales (197). Por tanto, es posible que, en el corazón del ratón Hq, el déficit de CHCHD4 
desencadene una disfunción de MICOS que afecte a la formación de monómeros y dímeros del CV, 
produciendo inestabilidad en las crestas e impidiendo el correcto ensamblaje del CI y CIII. Además, se 
ha observado que la sobreexpresión de OPA1 incrementa el ensamblaje de los supercomplejos (224), 
por lo que el aumento de OPA1 en corazón también podría ser un mecanismo compensatorio para tratar 
de revertir la inestabilidad de las crestas. Por otro lado, en cuádriceps se observó un aumento de los 
niveles de monómero del CV, lo que hace pensar que la disfunción del complejo MICOS puede afectar 
de forma diferencial en distintos tejidos, o bien que en músculo esquelético existe un mecanismo 
compensatorio para aumentar los niveles de CV y contrarrestar así la inestabilidad en las crestas.  

Por algún motivo, la deficiencia de AIF en el ratón Hq afecta de forma diferencial al sistema OXPHOS 
en los distintos órganos. La variabilidad entre tejidos se ha observado ya en otros casos de deficiencia 
de algún factor de ensamblaje de los complejos de la CTE (225, 226). No obstante, los mecanismos que 
explican la especificidad tisular son en su mayor parte desconocidos. El hecho de que no se haya 
encontrado una correlación significativa entre los niveles de AIF residuales y la actividad del CI (78) 
hace pensar que la pequeña cantidad residual de AIF en el corazón Hq es suficiente para mantener el 
correcto funcionamiento de la maquinaria OXPHOS a través de un mecanismo alternativo al que opera 
en otros tejidos como el sistema nervioso. Por ejemplo, es posible que AIFsh2 —isoforma de AIF cuyos 
niveles en el corazón Hq son similares a los WT y que no se expresa en cerebro ni en músculo esquelético 
(78)— esté compensando la función de AIF en el mantenimiento de la respiración mitocondrial. Por 
otro lado, la familia del factor inductor de apoptosis, además de AIF, consta de otras dos proteínas: 
AMID (ferroptosis suppressor protein 1), que se expresa de forma ubicua y predominantemente en 
corazón, es capaz de translocarse al núcleo e inducir la apoptosis (227); y AIFL (apoptosis-inducing 
factor 3), que se expresa de forma ubicua, induce apoptosis dependiente de caspasas y podría tener 
funciones en el mantenimiento del CI de la CTE (228). Es posible que AIF, AMID y AIFL posean 
actividades compensatorias en diferentes tejidos y contextos celulares, lo que podría suponer otra vía 
para explicar las diferencias observadas entre tejidos.  

Por último, cabe mencionar que, dado que los niveles de GAPDH en corazón y cuádriceps fueron 
similares en los ratones Hq y WT, y que la tasa de acidificación del medio en cardiomiocitos neonatales 
tampoco resultó diferente en los cardiomiocitos Hq, se puede descartar una sobre activación relevante 
del metabolismo glucolítico en corazón y músculo esquelético del ratón Hq como compensación a la 
posible deficiencia en la síntesis mitocondrial de ATP.   

5. Alteraciones en los niveles de aminoácidos y otros metabolitos. 

El análisis de aminoácidos y derivados en los músculos estriados del ratón Hq reveló una concentración 
superior de la mayor parte de ellos, tanto en corazón como en cuádriceps, respecto a los animales WT 
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del estudio de la intervención. Datos previos del laboratorio han demostrado que, en el cerebelo del ratón 
Hq a 6 meses de edad, hay un déficit significativo de glutamato, que se ha atribuido a un consumo 
incrementado de este aminoácido para producir intermediarios anapleróticos del ciclo de Krebs (α-
cetoglutarato y succinil coA) —el cual, debido al fallo mitocondrial, se encuentra parcialmente 
bloqueado— para promover la producción de energía. Puesto que el músculo esquelético constituye la 
principal reserva de aminoácidos corporales, es posible que el catabolismo muscular esté actuando como 
fuente alternativa de energía para el sistema nervioso central, e incluso para el propio tejido muscular, 
en este modelo de EM. No obstante, resulta sorprendente que pueda ocurrir también en el miocardio, 
sin dar lugar a atrofia cardíaca y, por el contrario, asociado al mayor riesgo de cardiomiopatía 
hipertrófica descrito en el ratón Hq. Por tanto, serán necesarios estudios futuros para dilucidar el papel 
del catabolismo de las proteínas en el corazón de este modelo de EM.  

La valina y la leucina son aminoácidos ramificados que se encontraron elevados tanto en corazón como 
en músculo esquelético del ratón Hq. El catabolismo de los aminoácidos ramificados tiene lugar 
principalmente en los músculos, generando glutamato y los correspondientes ceto-ácidos ramificados, 
que pueden actuar como fuente de energía y servir para la síntesis de otros aminoácidos (229, 230). A 
partir del glutamato se pueden formar alanina y glutamina, que pueden ser secretados a la sangre para 
suplir las demandas de otros tejidos (231). De esta manera, es posible que la valina y leucina muscular 
estén actuando como fuentes de glutamina y alanina. A su vez, la glutamina podría migrar al cerebelo 
donde generaría más glutamato, mientras que la alanina podría llegar al hígado para sintetizar glucosa, 
la cual sería después exportada a otros tejidos que la requieran, como el cerebelo. Esta hipótesis se 
apoyaría en que, en el suero de ratones Hq de 6 meses de edad, se detectaron unos niveles 
considerablemente mayores de alanina, y ligeramente superiores de glutamina (datos no mostrados).  

Asimismo, la ornitina puede ser transformada en glutamato, así como en prolina o citrulina. A su vez, 
la ornitina se puede formar a partir de la arginina (232). Los niveles superiores de estos cuatro 
metabolitos encontrados en cuádriceps del ratón Hq podrían sugerir un mecanismo de envío de 
precursores de glutamato, que serían exportados a la sangre para satisfacer las necesidades del cerebelo. 
Además, la lisina también puede ser transformada en glutamato (233, 234), por lo que los mayores 
niveles encontrados en cuádriceps podrían suponer otra fuente de glutamato.  

Por otro lado, se ha descrito que un defecto OXPHOS puede dar lugar a un incremento en la síntesis de 
serina (235, 236), cuyo catabolismo produce glicina y metabolitos de 1 carbono, que constituyen 
importantes intermediarios para la síntesis de nucleótidos, lípidos y glutatión; contribuyen al ensamblaje 
del CI y al mantenimiento de la respiración celular (237). Por tanto, un aumento de serina en el corazón 
de los ratones Hq podría sugerir la existencia de este mecanismo compensatorio para generar metabolitos 
de 1 carbono que promueven el mantenimiento de la respiración mitocondrial.  
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6. Alteraciones del grupo hemo.   

El estudio proteómico realizado en corazón permitió detectar alteraciones en proteínas relacionadas con 
la síntesis y transporte del grupo hemo en los ratones Hq. Se corroboró una tendencia a unos niveles 
menores de hemoglobina β y de ARNm de la mioglobina. Aunque el déficit de hemoglobina β podría 
deberse a un menor contenido de glóbulos rojos en sangre, las alteraciones en la mioglobina y la menor 
cantidad de ferroquelatasa detectada mediante el análisis proteómico sugirieron que los ratones Hq 
presentan un fallo general en la síntesis del grupo hemo, ya que la ferroquelatasa cataliza la última 
reacción de la biosíntesis del grupo hemo en la mitocondria (238). Recientemente se ha descrito una 
interacción entre la ferroquelatasa y la proteína del complejo MICOS, Mic60, necesaria para la correcta 
biosíntesis del grupo hemo (239). Así, podría ocurrir que una disfunción de MICOS causada por la 
deficiencia de CHCHD4 disminuya los niveles de ferroquelatasa en los ratones Hq. Como consecuencia, 
el déficit de grupo hemo daría lugar a unos menores niveles de las enzimas que lo contienen, tales como 
hemoglobina, mioglobina, o incluso algunas subunidades de los complejos de la CTE, en cuyo 
ensamblaje el grupo hemo juega un importante papel (240). Otra posible explicación para la síntesis 
disminuida del grupo hemo podría constituirla el hecho de que el succinil coA, implicado en la 
formación del ácido δ-aminolevulínico (primer intermediario de la síntesis del grupo hemo), fuese un 
factor limitante debido a que esté siendo utilizado preferentemente para la generación de energía a través 
del CII de la CTE (241). Por otro lado, la hemopexina es una proteína plasmática encargada de 
transportar el grupo hemo libre en el plasma, disminuyendo su capacidad de generar radicales hidroxilo 
(242). Una vez en los hepatocitos, el grupo hemo puede ser catabolizado o reutilizado para la síntesis de 
nuevas hemoproteínas (243). Los mayores niveles de hemopexina en los ratones Hq sugeridos por el 
estudio proteómico podrían estar tratando de recuperar el hemo libre de la sangre y llevarlo a los 
hepatocitos, donde sería reutilizado para sintetizar más hemoproteínas y compensar así el déficit en la 
síntesis de novo del grupo hemo. Por último, el estudio proteómico también detectó en los ratones Hq 
un mayor nivel de serotransferrina, proteína que une Fe3+ en la sangre y lo transporta a los lugares de 
absorción, utilización o almacenamiento (244). Es posible que, del mismo modo que sucedería con la 
hemopexina, los ratones Hq incrementen los niveles de serotransferrina para captar todo el Fe3+ posible 
para aumentar la síntesis del grupo hemo.  

7. Estrés oxidativo.  

Según un estudio previo realizado en el corazón del ratón Hq, éste no presenta signos de estrés oxidativo 
en condiciones basales, pero sí tras realizar una constricción de la aorta transversal (245). Sin embargo, 
en esta tesis se comprobó que el corazón Hq contiene unos niveles significativamente mayores de 
PRDX6 respecto al WT a 2 y 6 meses de edad, con unos mayores niveles de oxidación en el residuo 
Cys47 de su sitio catalítico, lo que podría ser una señal indirecta de una mayor demanda de trabajo de 
esta enzima, es decir, de estrés oxidativo. Además, se observó una tendencia a que los cardiomiocitos 
Hq tuviesen una menor capacidad de eliminar las ROS. De hecho, se comprobó que la actividad de la 
catalasa era menor en el corazón Hq a 6 meses de edad. Así, la menor actividad catalasa podría estar 
contribuyendo a la acumulación de H2O2 en las células Hq, con el consecuente aumento de PRDX6, 
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cuya principal función es eliminar H2O2, hidroperóxidos derivados de fosfolípidos, hidroperóxidos 
orgánicos de cadena corta y peroxinitrito (196). Además, las inmunofluorescencias en las que se detectó 
8-OHdG sugirieron un estrés oxidativo mayor en el ADN mitocondrial de los ratones Hq respecto a los 
WT, debido posiblemente a la mayor proximidad del ADN mitocondrial y a la CTE, principal 
generadora de ROS (246).  

Por otro lado, en músculo esquelético del ratón Hq, está descrito un aumento moderado de la actividad 
SOD, así como un aumento del doble de la actividad catalasa (78). Sin embargo, en esta tesis no se 
observó un aumento significativo de la actividad catalasa en cuádriceps de ratones Hq, aunque sí de los 
niveles de proteína. Esta aparente discrepancia puede ser debida a que el número muestral empleado sea 
insuficiente para detectar las diferencias de actividad, o a que se hayan estudiado distintos tipos de 
músculo esquelético. Además, también se observó una cantidad notablemente mayor de estrés oxidativo 
en el ADN de los ratones Hq respecto a los WT, tanto en el ADN nuclear como en el mitocondrial, 
similar a lo observado previamente en el sóleo y el EDL de los ratones Hq (120). 

Tanto en corazón como en músculo esquelético de los ratones Hq, el análisis proteómico reveló un 
mayor nivel de albúmina, así como unos mayores niveles de oxidación en varias de sus cisteínas. La 
albúmina es la proteína más abundante del plasma y posee importantes propiedades antioxidantes, 
siendo capaz de actuar como tamponadora del exceso de ROS para evitar que se oxiden otras proteínas 
(247). En otros modelos de degeneración muscular se ha observado un incremento de la albúmina (248, 
249), por un aumento en la permeabilidad capilar y una menor eliminación por vía linfática (250), lo 
que podría ocurrir también en el ratón Hq con el fin de evitar la oxidación de otras proteínas.  

En conjunto, en ambos tejidos del ratón Hq, los datos apuntaron hacia un incremento en el estrés 
oxidativo, en línea con lo observado previamente en otros tejidos del ratón Hq como el cerebelo (199, 
251), pero no en otros modelos de deficiencia de AIF (80, 91). En este sentido, el CI es el mayor 
responsable de la generación de fuerza protón motriz y el mayor productor de ROS (252). Además, se 
cree que la formación de supercomplejos facilita la transferencia de electrones, aumentando la eficiencia 
del proceso y disminuyendo la generación de ROS, por lo que un fallo en su ensamblaje podría contribuir 
al aumento del estrés oxidativo (35). Por otro lado, se ha comprobado que las células carentes en AIF 
suplementadas con glutatión no restauran el defecto en la respiración, indicando que la detoxificación 
de las ROS no es suficiente para revertir el fallo en el ensamblaje del CI (77). Con todo, parecería que 
el fallo en el ensamblaje de los complejos y supercomplejos observado en esta tesis, y no la pérdida de 
AIF, es la causa del aumento de ROS en las células.  

8. Fenotipo de la maquinaria contráctil.  

En el corazón de los ratones Hq del estudio de la intervención, el análisis proteómico identificó diversas 
proteínas estructurales de los sarcómeros (miosinas, actinas y troponinas), cuyos niveles fueron menores 
que en los ratones WT. Además, se comprobó mediante western blot que los niveles de 3 de ellas —
MYL3, TNNI3 y TNNC1— eran significativamente menores en los ratones Hq. El déficit en proteínas 
del sarcómero podría ser consecuencia del catabolismo proteico más activo. Las consecuencias de la 
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pérdida de estas proteínas no están claras, si bien cabe especular con que estén implicadas en el mayor 
riesgo de fallo cardiaco presente en el modelo (88). En este sentido, hay que destacar que, en humanos, 
mutaciones en MYL3 se han asociado a cardiomiopatía hipertrófica (253–255). Respecto a la pérdida 
de troponinas, ésta puede tener un impacto importante en el corazón, pues se encargan de regular la 
interacción actina-miosina, la generación de fuerza y la relajación cardíaca (256). Por ejemplo, se ha 
descrito que la pérdida de TNNI3 conduce a un fallo en la relajación del miocardio y, como 
consecuencia, al desarrollo del fallo cardiaco (257). No obstante, hacen falta más estudios para dilucidar 
la causa y los efectos específicos de estas alteraciones en el ratón Hq.  

Inesperadamente, en los ratones del estudio de la evolución temporal, únicamente se vio un descenso en 
MYL3, mientras que TNNI3 y TNNC1 presentaron unos niveles superiores en los ratones Hq respecto 
a los WT. Esta discrepancia podría atribuirse a diferencias en los fondos genéticos de ambos grupos de 
ratones, que en ambos casos presentan un fondo genético mixto (B6CBACa, Aw-J/A), pero los cruces 
realizados para la obtención de los animales fundadores de la colonia del estudio de la evolución 
temporal implicaron una mayor proporción del fondo C57BL/6J.   

En cuanto al músculo esquelético, se observaron fibras de menor área en el tibial anterior de los ratones 
Hq respecto a los WT. Sin embargo, al no haberse detectado indicios de muerte celular ni pérdida de 
fibras, este hallazgo estaría indicando un proceso de atrofia y no de hipoplasia, fenómeno ya descrito 
por otro grupo tanto para músculos rápidos como lentos del ratón Hq (120). Además, puesto que la 
atrofia muscular está asociada a una pérdida de núcleos (258), los datos referentes al  número de núcleos 
por fibra, menor en los ratones Hq, confirmaron los datos previamente descritos en la literatura (120). 
Por último, el análisis proteómico realizado en bíceps femoral reveló menores niveles de diversas 
isoformas rápidas de proteínas de los sarcómeros en los ratones Hq, coherente con la transición de fibras 
rápidas a fibras lentas ya descrita en el sóleo y el EDL de este modelo (120).  

9. Manejo de Ca2+ intracelular en el acoplamiento excitación-contracción.  

Con el objetivo de analizar si existían alteraciones en el mecanismo de acoplamiento E-C en los 
cardiomiocitos de los ratones Hq, se llevó a cabo un estudio del manejo de Ca2+ intracelular en 
cardiomiocitos ventriculares aislados de ratones de 6 meses de edad. No se detectaron alteraciones en la 
liberación transitoria de Ca2+ durante la sístole. En cambio, sí se observó que los cardiomiocitos Hq 
tardaban más tiempo que los WT en captar el Ca2+ de nuevo al RS. En este sentido, se encontraron 
evidencias de una mayor oxidación de la Cys498 en la proteína SERCA2, que podría estar relacionada 
con una posible reducción en su actividad (259–261). Además, también se detectaron niveles más bajos 
de su ARNm, que podrían deberse a una regulación a la baja en respuesta al daño oxidativo crónico. Sin 
embargo, sorprendentemente los niveles de proteína y actividad in vitro de la SERCA2 fueron mayores 
en los ratones Hq que en los WT. Se podría especular con que la célula trate de compensar la regulación 
negativa de la actividad con un aumento en los niveles de proteína. Por el contrario, que la actividad in 
vitro fuese más alta en los ratones Hq no tiene una explicación aparente, salvo que en esas condiciones 
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no hay limitación en la cantidad de ATP para la catálisis, como si puede ocurrir in vivo, lo cual, sumado 
a la mayor cantidad de proteína, conduciría a una mayor actividad.  
Por otro lado, se observó que la carga total de Ca2+ almacenada en el RS fue menor en los cardiomiocitos 
Hq que en los WT, y que esto se debía —además de a una posible menor actividad de SERCA2— a una 
mayor fuga de Ca2+ en forma de sparks a través de los RYRs durante la diástole. Este aumento en la 
fuga de Ca2+ estaba causado por un mayor número de agrupaciones de RYRs en los que se producían 
los sparks, y por una mayor probabilidad de apertura de éstos. De hecho, se observaron unos mayores 
niveles de RYR2, así como de su forma fosforilada en el residuo Ser2814 (que indicaría una mayor 
probabilidad de apertura) en los ratones Hq respecto a los WT. También se detectaron unos mayores 
niveles de FKBP12, cuya unión al RYR2 induce su activación (262). En cambio, se observó una 
tendencia a un menor nivel de ARNm de Ryr2 en los ratones Hq, lo que podría tratar de compensar el 
exceso de actividad del RYR2 para evitar una fuga excesiva de Ca2+. Sin embargo, a pesar de que los 
cardiomiocitos Hq presentaron una menor carga total de Ca2+ en el RS, esto no afectó de forma 
significativa a la liberación transitoria de Ca2+. No obstante, durante la liberación transitoria de Ca2+ en 
la contracción, aproximadamente entre el 40 y el 60% del total de Ca2+ del RS sale al citosol, quedando 
un reservorio de Ca2+ dentro del RS (263, 264), lo que hace posible que los cardiomiocitos Hq tengan 
suficiente Ca2+ en el RS como para llevar a cabo la contracción a pesar de la fuga ocasionada por los 
sparks. Aun así, puesto que se ha relacionado el aumento en la frecuencia de sparks de Ca2+ con la 
probabilidad de desarrollar arritmias (188, 265), sería conveniente estudiar si los ratones Hq presentan 
una mayor probabilidad de sufrirlas que los WT. 

Aunque el citado incremento en los niveles de fosforilación de RYR2 en el residuo Ser2814, que es 
dependiente de la proteína CAMKII, pudiera ser el responsable del aumento en la frecuencia de sparks 
de Ca2+ (266–268), es posible que se den otros mecanismos que contribuyan a la fuga de Ca2+. Por 
ejemplo, se ha relacionado el incremento en la producción de ROS mitocondrial con una mayor 
probabilidad de apertura del RYR2 (269–271). De hecho, se ha considerado al RYR2 como un sensor 
redox, ya que contiene una la alta presencia de residuos cisteína muy reactivos (272–274). Además, la 
activación del RYR2 por un aumento de ROS no solo implica su oxidación directa sino su activación a 
través de la oxidación de sus proteínas reguladoras, como la CAMKII (275), por lo que el aumento del 
estrés oxidativo en el corazón de los ratones Hq podría contribuir a la mayor actividad del RYR2.  

Por otro lado, el análisis proteómico en corazón sugirió alteraciones en los niveles de algunas proteínas 
relacionadas con el manejo de Ca2+ en el acoplamiento E-C. Se detectaron unos menores niveles de 
juntofilina 2 en los ratones Hq, proteína que forma complejos de unión entre la membrana plasmática y 
el RS, y que se une directamente a los RYRs, facilitando su inactivación y previniendo la salida de Ca2+ 
durante la diástole (276). Por tanto, unos niveles menores de juntofilina 2 podrían contribuir al aumento 
de la frecuencia de sparks de Ca2+. Asimismo, se detectaron mayores niveles de las proteínas 
calsecuestrina cardiaca, sorcina y calreticulina en los ratones Hq respecto a los WT. La calsecuestrina, 
además de actuar como un almacén de Ca2+ en el RS, es capaz de inhibir la actividad del RYR2 cuando 
la [Ca2+] en el RS es baja (277). Por su parte, la sorcina puede interaccionar tanto con RYR, inhibiendo 
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su función, como con la SERCA, activándola, de manera que promueve el almacenamiento de Ca2+ en 
el RS (278). Por tanto, es posible que el aumento de calsecuestrina y sorcina suponga un mecanismo 
para inhibir la actividad del RYR2 y contrarrestar la fuga excesiva de Ca2+. Por último, la calreticulina 
es una chaperona de unión a Ca2+ del RS, que es sobre expresada en situaciones de estrés del RS o 
metabólico, afectando a la capacidad de almacenamiento de Ca2+ en el RS, así como su entrada y 
liberación al citosol (279). Los niveles de calreticulina pueden aumentar en situaciones de estrés 
oxidativo (280), lo que podría explicar el aumento de los niveles de proteína y de los residuos cisteína 
oxidados de ésta encontrados en los ratones Hq. 

En cuanto al músculo esquelético, aunque el análisis realizado fue preliminar, también se encontraron 
algunas alteraciones en proteínas relacionadas con la homeostasis del Ca2+ en el acoplamiento E-C. El 
análisis proteómico sugirió unos menores niveles de SERCA1, RYR1, calsecuestrina muscular y 
TMEM38A (canal iónico del RS que favorece la liberación de Ca2+ mediante la entrada de K+ al RS) en 
los ratones Hq. De hecho, se comprobó que existían unos menores niveles de RYR1, tanto de proteína 
como de ARNm. Además, los niveles de ARNm de SERCA1 sugirieron un descenso con la edad en los 
ratones Hq, ya que fueron notablemente menores a 6 que a 2 meses.  Sin embargo, es posible que el 
hecho de que los niveles de estas proteínas fueran menores en los ratones Hq de 6 meses se deba a la 
atrofia de las fibras musculares, como se observó en las imágenes de microscopía electrónica 
correspondientes a 1 de los 3 ratones fotografiados. Por último, se observó un mayor nivel de la proteína 
SERCA2 en los ratones Hq —que corresponde a la isoforma de SERCA mayoritariamente expresada en 
corazón y en fibras lentas del músculo esquelético—, tanto en el estudio proteómico como en los niveles 
de ARNm medidos, que podría atribuirse a la transición de fibras rápidas a fibras lentas que se produce 
en el músculo esquelético del ratón Hq (120).  

10. Autofagia.  

En corazón del ratón Hq se encontraron unos niveles superiores de mTOR fosforilada en el residuo 
Ser2448, que estarían indicando un estado más activo de esta proteína (281). Este hallazgo concuerda 
con lo observado en músculo esquelético de un modelo de ratón knock in con una deleción en la arginina 
201 de AIF, en el que se observó un aumento de actividad de mTOR, además de un incremento de 
MTHFD2 (bifunctional methylenetetrahydrofolate dehydrogenase/cyclohydrolase), una de las enzimas 
involucradas en el metabolismo de compuestos de 1 carbono dependiente del ciclo del folato (282). 
Además, en otros modelos como el ratón Deletor —que presenta miopatía, cardiomiopatía hipertrófica 
y riesgo de arritmias por un fallo en la helicasa Twinkle— también se ha observado un aumento de la 
actividad de mTOR, con un incremento del ciclo del folato y una acumulación de marcadores 
autofágicos por un flujo interrumpido (283). Los hallazgos observados en corazón del ratón Hq parecen 
ir en esta línea, con una acumulación de marcadores de autofagia y un aumento de la actividad de mTOR. 
Sin embargo, paradójicamente, el análisis del flujo autofágico con leupeptina indicó un flujo autofágico 
más activo en el ratón Hq, contrariamente a lo observado en el ratón Deletor. Una hipótesis para tratar 
de explicar esta aparente contradicción podría ser que mTOR se active para promover el metabolismo 
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de 1 carbono, con el objetivo de contribuir a mantener el sistema OXPHOS mediante la metilación del 
ARNt, lo que potencia la traducción de proteínas codificadas en el ADNmt (284). A la vez, también 
podría estar activándose la autofagia por una vía independiente de mTOR (285), con el fin de llevar a 
cabo procesos catabólicos que generen una mayor cantidad de metabolitos necesarios para satisfacer los 
requerimientos energéticos del propio tejido muscular y del cerebelo, así como de aminoácidos 
necesarios para el ciclo del folato, como la serina, cuyos niveles fueron superiores en ratones Hq. En 
cuanto al músculo esquelético, también se vio una acumulación de marcadores autofágicos. Sin 
embargo, no se pudo analizar el flujo autofágico ni medir los niveles de mTOR, aunque cabe pensar que 
exista un paralelismo entre este tejido y el corazón.  

Por otro lado, en los animales Hq tratados con leupeptina los niveles de NDUFB8, VDAC1 y TOM20 
no cambiaron respecto a los no tratados, de lo que se dedujo que la disfunción mitocondrial no aumentó 
la degradación de mitocondrias por mitofagia. Sin embargo, los niveles superiores de ATP5A en los 
ratones tratados respecto a los ratones sin tratar permiten pensar que esta proteína mitocondrial sí se 
degrada por la vía lisosomal, hallazgo que concuerda con trabajos previos que describen que la autofagia 
actúa selectivamente sobre algunas proteínas mitocondriales (286).  

Por último, también se observó un aumento de niveles de la subunidad 26S del proteasoma en el corazón 
de los ratones Hq, lo que quizás indicaría una activación de este sistema de degradación, y podría 
explicar los mayores niveles de P62, ya que esta proteína también une las proteínas ubiquitinadas al 
proteasoma (287).  

11. Alteraciones en los niveles de anexinas. 

La detección de unos niveles más altos de algunas anexinas en corazón de los ratones Hq hizo pensar en 
una  posible inducción de la apoptosis, debido a la conocida implicación de las anexinas en este proceso 
(195, 288, 289). Sin embargo, al no observarse muerte celular en el miocardio de los ratones Hq, parece 
más probable que el incremento en los niveles de anexinas esté relacionado con otra función de éstas en 
la célula. Se ha relacionado a la anexina A1 con la mejora de la capacidad de regeneración y la función 
cardiaca tras un infarto de miocardio (290, 291); y a la anexina A5 con una reducción del área de infarto 
y una mejora de la función cardiaca, gracias a la reducción de la respuesta inflamatoria (292), acciones 
protectoras que podrían estar realizando en el miocardio del ratón Hq. Hay que destacar que se ha 
descrito que un incremento en los niveles de anexina A3 puede aumentar los niveles de autofagia y 
disminuir la apoptosis a través de la vía PKCδ/p38 MAPK (293); y que la anexina A5 puede incrementar 
la degradación por la vía lisosomal, induciendo la fusión entre los autofagosomas y los lisosomas (294). 
Por tanto, es posible que el aumento en los niveles de anexinas en el corazón de los ratones Hq esté 
relacionado con la inducción de la autofagia observada. Por otro lado, las anexinas tienen un papel 
importante en la regulación del Ca2+ en los cardiomiocitos. Por ejemplo, se ha observado que la proteína 
S100A11 —proteína que se encuentra incrementada en el análisis proteómico del corazón en los ratones 
Hq— es capaz de interaccionar con la anexina A1 (295), así como la sorcina interacciona con la anexina 
A7 (296). A pesar de que no se conocen bien los mecanismos, esto sugiere que las anexinas pueden 
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jugar un papel en el mantenimiento de la homeostasis del acoplamiento E-C (297), por lo que es posible 
que los mayores niveles de anexinas en el corazón de los ratones Hq estén relacionados con las 
alteraciones en este proceso.    

12. Efectos del programa de entrenamiento en el músculo estriado del ratón Hq. 

Uno de los objetivos de la presente tesis fue dilucidar las bases moleculares en los músculos estriados 
que subyacen a las mejoras funcionales que un programa de entrenamiento combinado de resistencia y 
fuerza produjo en el ratón Hq (173). En primer lugar, se determinó que el entrenamiento fue seguro para 
los ratones, ya que no indujo un aumento de la apoptosis ni en los cardiomiocitos ni en el músculo 
esquelético de los ratones entrenados, así como tampoco se habían observado indicios de necrosis ni 
daño muscular, ya que los niveles de creatina quinasa en plasma fueron normales (173). Además, 
tampoco se observaron diferencias en los niveles de proteínas de los sarcómeros por efecto del 
entrenamiento ni en el corazón ni en el músculo esquelético de los ratones Hq ni de los controles, por lo 
que el ejercicio no provocó una mayor proteólisis de las proteínas de los sarcómeros.  

El corazón es un órgano con una alta demanda de energía, que se incrementa durante el ejercicio físico. 
Sin embargo, en esta tesis no se observó un aumento en la biosíntesis de los complejos OXPHOS, ni en 
los ratones Hq ni en los WT. Algunos estudios han observado un aumento de la biogénesis mitocondrial 
en cardiomiocitos en respuesta al ejercicio (298, 299). El mayor nivel de VDAC1 en el corazón de los 
ratones WT entrenados respecto a los sedentarios podría indicar una adaptación en este sentido. Sin 
embargo, no se observó este mismo efecto en ratones Hq, quizás porque los niveles de VDAC1 ya se 
encontraban elevados en los ratones Hq sedentarios respecto a los WT por efecto de la enfermedad, 
habiendo llegado al límite en el cual el entrenamiento no era capaz de incrementarlos más. También se 
observó una tendencia a aumentar los niveles de CS en los ratones entrenados respecto a los sedentarios, 
tanto en los WT como en los Hq, aunque la diferencia no llegó a ser significativa. Sin embargo, HSP60 
permaneció invariable en los ratones entrenados respecto a los sedentarios. Puesto que no todos los datos 
apuntaban en la misma dirección, no fue posible afirmar que el entrenamiento indujera un proceso 
adaptativo que aumentase el contenido mitocondrial los ratones Hq. Por otro lado, apenas existen 
evidencias claras sobre el impacto que el entrenamiento tiene sobre la fusión y fisión mitocondrial en 
corazón. De hecho, en algunos modelos se han encontrado evidencias de fisión (300), y en otros de 
fusión mitocondrial (301), tras un programa de entrenamiento. En el presente trabajo, se observó una 
tendencia a aumentar los niveles de OPA1 en los ratones WT entrenados respecto a los sedentarios. Sin 
embargo, no ocurrió lo mismo en los ratones Hq entrenados respecto a los sedentarios, quizás porque 
los ratones Hq ya presentaban unos mayores niveles de esta proteína que los WT por efecto de la 
patología. Por tanto, parece que algunas de las posibles adaptaciones que induce el entrenamiento en el 
miocardio ocurren de manera compensatoria por efecto de la propia patología, por lo que la intervención 
no es capaz de aumentar dicha respuesta más allá.  

En el músculo esquelético no se encontraron diferencias en los niveles de ninguna subunidad OXPHOS 
ni de la actividad de los complejos de la CTE en los ratones entrenados respecto a los sedentarios, ni en 
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los Hq ni en los WT. Además, los niveles de actividad de CS medidos en homogenizados totales de 
cuádriceps no cambiaron en los ratones Hq entrenados respecto a los Hq sedentarios. Sin embargo, 
nuestro grupo había descrito previamente un aumento en la actividad de CS medida en homogenizados 
totales de bíceps femoral en los ratones Hq entrenados respecto a los Hq sedentarios, acompañado de 
un incremento de la actividad de los complejos CI, CIII y CV (173). Esto, junto a un incremento en los 
niveles de PGC1α, indicaría un aumento en la biogénesis mitocondrial en los ratones Hq por efecto del 
entrenamiento (173). Puesto que no se observó una inducción de la biogénesis mitocondrial en el 
cuádriceps de los ratones Hq entrenados, cabe pensar que no todos los músculos esqueléticos 
experimentan el mismo tipo de adaptación al ejercicio, pese a que el bíceps femoral y el cuádriceps son 
músculos similares, con una predominancia de fibras rápidas.   

En las últimas décadas, numerosos estudios han demostrado que el ejercicio físico está asociado a un 
aumento en los niveles de ROS (302). De hecho, es capaz de incrementar la capacidad antioxidante de 
SOD1, SOD2 y catalasa tanto en corazón como en músculo esquelético (303). Sin embargo, las 
consecuencias del incremento de ROS son controvertidas, ya que puede tanto promover una adaptación 
fisiológica de los tejidos al ejercicio como dañar las estructuras macromoleculares de proteínas, lípidos 
o el ADN tras un ejercicio prolongado (302). Los resultados de esta tesis mostraron que, en el corazón, 
no hubo cambios en los niveles de SOD1, SOD2, PRDX6 y catalasa en los ratones entrenados respecto 
a los sedentarios, ni en los Hq ni en los WT. De ello se dedujo que el ejercicio no aumentó el estrés 
oxidativo en el corazón, así como tampoco promovió ninguna adaptación al entrenamiento mediada por 
ROS. Por otro lado, el músculo esquelético es una importante fuente de ROS durante el ejercicio físico 
(302), suponiendo un estímulo adaptativo durante un entrenamiento agudo o crónico (304). En esta tesis 
no se vio ningún cambio en los niveles de SOD1, SOD2, PRDX6 y catalasa, ni en el estrés oxidativo 
reflejado en el ADN, en los ratones Hq entrenados respecto a los sedentarios. Sin embargo, datos previos 
del laboratorio habían mostrado un descenso de los niveles de catalasa en bíceps femoral de ratones Hq 
entrenados respecto a los sedentarios, sugiriendo un descenso del estrés oxidativo en el músculo de los 
ratones Hq (173). No obstante, esta discrepancia puede deberse a que los niveles de catalasa en esta tesis 
se midieron en cuádriceps, por lo que, como ya se ha mencionado, distintos músculos pueden presentar 
adaptaciones diferentes al entrenamiento. De hecho, si el ejercicio incrementa o no los niveles de 
catalasa en el músculo es un tema controvertido, con estudios que apuntan en direcciones opuestas (303).  

Durante el ejercicio físico, la demanda de O2 se incrementa para aumentar el rendimiento muscular, por 
lo que se requiere un mayor transporte de O2 en la sangre. De hecho, en diversos estudios se ha observado 
un incremento del nivel de hemoglobina como adaptación al entrenamiento (305–307). Los datos del 
análisis proteómico realizado en corazón mostraron un aumento en los niveles de las subunidades β1 y 
β2 de la hemoglobina en los ratones Hq entrenados respecto a los Hq sedentarios. Este aumento podría 
sugerir una adaptación al ejercicio en estos ratones, que contrarreste el déficit en los niveles de 
hemoglobina que presentan los ratones Hq sedentarios. De confirmarse este hallazgo, podría constituir 
una explicación a las mejoras en la capacidad aeróbica y la fuerza encontradas en los ratones Hq 
entrenados junto a las adaptaciones ya descritas en bíceps femoral.  
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En cuanto a los efectos del entrenamiento sobre el mecanismo de acoplamiento E-C en corazón, no fue 
posible llevar a cabo el estudio del manejo de Ca2+ intracelular en los ratones entrenados. Sin embargo, 
se midieron los niveles de RYR2 y SERCA2, observando en ambos casos una tendencia a unos mayores 
niveles en los ratones entrenados respecto a los sedentarios, tanto en los Hq como en los controles, si 
bien esta diferencia no resultó significativa. Se ha descrito que el ejercicio físico es capaz de reducir la 
liberación espontánea de sparks de Ca2+ en cardiomiocitos (308) y de atenuar la actividad del RYR2 
(309, 310). En algunos casos de disfunción en el manejo del Ca2+, se ha descrito que el ejercicio induce 
un aumento de los niveles o la actividad de SERCA2, favoreciendo la entrada de Ca2+ al RS (310, 311). 
Por otro lado, en músculo esquelético, se observó una tendencia a unos menores niveles de RYR1 en el 
bíceps femoral de los ratones entrenados respecto a los sedentarios, tanto en los Hq como en los 
controles, aunque la diferencia no fue significativa. En otros estudios se ha observado que el ejercicio 
puede promover la proteólisis de RYR1 de una manera dependiente de ROS (312).  

Por otro lado, dado que cada vez más estudios señalan la importancia de la autofagia en la adaptación 
del corazón (158, 159) y del músculo esquelético (313) al ejercicio, se midieron los niveles de proteínas 
implicadas en este proceso, sin observarse diferencias significativas en ninguna de ellas entre entrenados 
y sedentarios, ni en ratones controles ni Hq. Algunos estudios han señalado una relación entre los niveles 
de inducción de autofagia en músculo y la intensidad y la duración del ejercicio, de manera que una sola 
sesión de ejercicio de alta intensidad es capaz de inducir el flujo autofágico en mayor medida que una 
sesión de ejercicio prolongado de intensidad moderada (314, 315). Por tanto, es posible que el programa 
de entrenamiento de esta tesis, que es de intensidad moderada, no fuese capaz de inducir la autofagia. 
Además, también se ha observado que la inducción de la autofagia puede ser detectada inmediatamente 
después de la realización del ejercicio, pero no está claro que persista durante la fase de recuperación 
(316), por lo que ésta puede constituir otra razón que explique que aparentemente no se observen 
cambios en el flujo autofágico en los ratones entrenados. 

En definitiva, esta tesis doctoral ahonda en las bases moleculares que subyacen a la deficiencia de AIF 
en corazón y músculo esquelético, dilucidando algunos procesos celulares que se encuentran alterados, 
tales como el sistema OXPHOS, la autofagia, la homeostasis del Ca2+ en el acoplamiento excitación-
contracción, el estrés oxidativo, el metabolismo lipídico y proteico, o la biosíntesis del grupo hemo 
(material suplementario, resumen gráfico); contribuyendo a arrojar más luz y asentando las bases para 
generar nuevas hipótesis sobre la fisiopatología de las enfermedades mitocondriales. Debido a las 
limitaciones del estudio —principalmente el empleo de un bajo número muestral, así como de un modelo 
que presenta un fenotipo moderado en los músculos estriados—, se requieren nuevos estudios en el 
futuro para una mayor potencia estadística. Por otro lado, la intervención con entrenamiento combinado 
puede ser considerada una actividad segura, que supone mejoras considerables en la capacidad física, 
aunque no ha sido capaz de inducir grandes adaptaciones a nivel molecular, o bien las limitaciones 
inherentes a las técnicas disponibles no han permitido detectarlas. Sin embargo, este estudio deja la 
puerta abierta a futuras intervenciones de mayor duración o intensidad como una aproximación 
terapéutica prometedora para las enfermedades mitocondriales.  
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1. El corazón y el cuádriceps del ratón Harlequin contienen niveles residuales de AIF, que no promueven 
la muerte celular en los cardiomiocitos ni en las fibras musculoesqueléticas. 

2. La deficiencia de AIF en corazón y cuádriceps del ratón Harlequin altera la ultraestructura 
mitocondrial, generando mitocondrias de mayor área y más alargadas.  

3. En corazón, la deficiencia de AIF produce un fallo en el ensamblaje del CI, CIII y CV, del 
supercomplejo I+III2 y del respirasoma, pero no en la síntesis de las subunidades que los constituyen, 
sin afectar de forma relevante a la actividad enzimática de los complejos OXPHOS. En cuádriceps, 
produce un fallo en el ensamblaje del CI, del supercomplejo I+III2 y del respirasoma, pero no en la 
síntesis de sus subunidades; y supone un déficit leve de función del CI.  

4. La deficiencia de AIF aumenta el estrés oxidativo en corazón, asociado a un mayor nivel de 
peroxirredoxina 6 y una menor actividad catalasa; y en cuádriceps, asociado a un mayor nivel de 
catalasa y de daño oxidativo en el ADN.  

5. La deficiencia de AIF altera la distribución de lípidos en corazón y cuádriceps del ratón Hq, que 
presentan una acumulación de gotas lipídicas y de transportadores de ácidos grasos FABPs.  

6. La deficiencia de AIF da lugar a un incremento del catabolismo proteico en corazón y cuádriceps del 
ratón Hq, incrementando los niveles de aminoácidos libres en estos tejidos.  

7. La deficiencia de AIF en corazón altera el acoplamiento excitación-contracción, generando una mayor 
fuga de Ca2+ a través de los RYRs, tanto por un mayor número de agrupaciones de RYRs como por una 
mayor probabilidad de apertura de éstos, sumado a un tiempo mayor en captar el Ca2+ de nuevo al 
retículo sarcoplásmico. Sin embargo, no afecta a la liberación transitoria de Ca2+. 

8. La deficiencia de AIF en corazón y bíceps femoral produce una alteración en el proceso de autofagia, 
con una acumulación de proteínas implicadas en distintos puntos de la ruta, junto a una mayor 
activación de mTOR en el caso del corazón; y, al menos en este último, una mayor activación del flujo 
autofágico. 

9. La deficiencia de AIF probablemente altera la síntesis del grupo hemo, disminuyendo los niveles de 
hemoglobina y mioglobina en corazón. 

10. El protocolo de entrenamiento combinado de fuerza y resistencia utilizado en la presente tesis, a pesar 
de mejorar la capacidad aeróbica y la fuerza muscular, no es capaz de atenuar el fenotipo muscular y 
cardiaco causado por la deficiencia de AIF. Sin embargo, supone una actividad segura para los ratones. 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 
 
 
Tabla S1. Proteínas con expresión diferencial pertenecientes a la familia de las anexinas, identificadas 
en el análisis proteómico de corazón en el estudio de la intervención.   

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

P97384 ANXA11 5 4 0,988 1,219 1,203 
P48036 ANXA5 18 18 1,039 1,32 1,36 
O35639 ANXA3 5 4 1,019 1,589 1,679 
P10107 ANXA1 6 6 1,165 1,623 1,641 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  

 
Tabla S2. Proteínas con expresión diferencial relacionadas con el transporte de ácidos grasos, 
identificadas en el análisis proteómico de corazón en el estudio de la intervención.   

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

Q05816 FABP5 4 4 1,012 1,749 1,758 
P04117 FABP4 16 16 0,988 1,214 1,208 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  

 
Tabla S3. Proteínas con expresión diferencial pertenecientes al proceso OXPHOS, identificadas en el 
análisis proteómico de corazón en el estudio de la intervención.   

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

Q8BK30 NDUFV3 4 4 1,001 0,672 0,893 
Q5SUD5 SCO1 2 2 0,988 0,704 0,747 
Q9CQY6 UQCC2 2 2 0,906 0,709 0,665 
Q9D881 GM11273 6 6 0,965 0,769 0,826 
Q9Z1P6 NDUFA7 9 9 1,007 0,781 0,823 
Q9CQZ6 NDUFB3 2 2 0,972 0,784 0,824 
Q9CQZ5 NDUFA6 5 5 1,024 0,788 0,873 
Q9DC69 NDUFA9 12 12 0,964 0,798 0,829 
Q9ERS2 NDUFA13 5 5 1,012 0,812 0,915 
Q9DC70 NDUFS7 2 2 1,004 0,812 0,878 
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Q9CQC7 NDUFB4 7 7 1,019 0,824 0,855 
P52503 NDUFS6 8 8 1,028 0,83 0,861 
P56391 COX6B1 9 9 1,026 0,835 0,879 
P19783 COX4I1 13 13 1,007 0,837 0,852 
O09111 NDUFB11 2 2 1,043 0,84 0,855 
Q9CQJ8 NDUFB9 9 9 0,936 0,84 0,883 
Q9CPP6 NDUFA5 4 4 1,148 0,842 0,895 
P12787 COX5A 8 8 1,023 0,845 0,878 
Q9CQ54 NDUFC2 5 5 0,965 0,85 0,875 
Q9CQ75 NDUFA2 6 6 1,028 0,856 0,909 
P00405 MTCO2 4 4 0,915 0,859 0,851 
A0A140LIU
4 

COX7A1 2 2 0,951 0,861 0,863 

Q91VD9 NDUFS1 33 33 0,988 0,862 0,923 
Q9D6J5 NDUFB8 3 3 0,952 0,864 0,893 
Q9CR61 NDUFB7 3 3 1,191 0,875 0,891 
Q91WD5 NDUFS2 14 14 0,951 0,876 0,941 
A0A0R4J27
5 

NDUFA12 5 5 0,988 0,877 0,905 

Q9D0M3 CYC1 9 9 1,003 0,877 0,953 
Q8K3J1 NDUFS8 5 5 0,792 0,878 0,878 
Q9CR68 UQCRFS1 12 12 0,983 0,882 0,901 
Q9DCJ5 NDUFA8 9 9 1,025 0,885 0,952 
Q9DB77 UQCRC2 21 21 1,009 0,89 0,922 
Q9D6J6 NDUFV2 11 11 0,969 0,893 0,926 
Q3UIU2 NDUFB6 2 2 1,102 0,895 0,953 
Q99LY9 NDUFS5 6 6 1,002 0,899 0,936 
Q9CPQ1 COX6C 7 7 1,015 0,914 0,849 
Q9CRA7 ATP5S 2 2 0,921 0,876 0,926 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  

 
Tabla S4. Proteínas con expresión diferencial relacionadas con el transporte y la biosíntesis del grupo 
hemo, identificadas en el análisis proteómico de corazón en el estudio de la intervención.   

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

P02089 HBB-B2 13 6 1,073 0,556 0,892 
Q91VB8 HBA-A1 12 2 0,888 0,616 0,549 
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P02088 HBB-B1 14 3 1,138 0,692 1,034 
P01942 HBA 12 2 0,96 0,717 0,729 
A8DUK4 HBB-BS 14 5 0,858 0,741 0,602 
Q544X6 FECH 4 4 0,982 0,88 0,838 
Q921I1 TF 36 35 0,903 1,173 1,307 
Q91X72 HPX 11 11 0,923 1,289 1,408 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  

 
Tabla S5. Proteínas con expresión diferencial relacionadas con la respuesta antioxidante, identificadas 
en el análisis proteómico de corazón en el estudio de la intervención.  

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

P20108 PRDX3 6 6 0,943 1,124 1,145 
P99029 PRDX5 12 12 1,012 1,145 1,13 
O08709 PRDX6 10 6 0,991 1,193 1,102 
P35700 PRDX1 9 9 1,025 1,242 1,202 
P07724 ALB 51 51 0,928 1,269 1,365 
P09671 SOD2 9 9 0,966 1,296 1,28 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  

 
Tabla S6. Proteínas con expresión diferencial constituyentes del sarcómero, identificadas en el análisis 
proteómico de corazón en el estudio de la intervención. 

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

P09541 MYL4 4 3 1,623 0,371 0,446 
P48787 TNNI3 13 13 1,09 0,493 0,459 
P09542 MYL3 17 15 1,084 0,494 0,339 
P51667 MYL2 14 5 0,991 0,499 0,352 
P19123 TNNC1 6 6 1 0,547 0,488 
J3QQ13 TNNT2 11 11 1,029 0,57 0,599 
P68033 ACTC1 28 9 1,044 0,581 0,535 
P58771 TPM1 31 20 1,114 0,594 0,548 
Q02566 MYH6 40 40 1,081 0,766 0,602 
Q9DC77 SMPX 2 2 1,015 0,768 0,768 
P05977 MYL1 2 1 1,039 0,773 0,758 



Anexos 

208 
 

Q3UIK0 MYBPC3 42 42 1,186 0,86 0,869 
Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  

 
Tabla S7. Proteínas con expresión diferencial relacionadas con el manejo de Ca2+, identificadas en el 
análisis proteómico de corazón en el estudio de la intervención.   

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

P50543 S100A11 2 2 1,111 1,43 1,39 

F6QYE1 CASQ2 6 6 0,916 1,242 1,104 
Q6P069 SRI 2 2 1,091 1,22 1,121 
P14211 CALR 6 6 1,011 1,177 1,201 
Q9ET78 JPH2 2 2 0,991 0,792 0,781 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  

 
Tabla S8. Análisis proteómico de las modificaciones oxidativas post-traduccionales en cisteínas de 
proteínas relacionadas con el transporte y biosíntesis del grupo hemo en corazón.  

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA PTM AMINOÁCIDO HQ SED/ 
WT SED 

Q921I1 TF Carbamidometilación Cys (472) 31,98 
Q921I1 TF Carbamidometilación Cys (517) 2,52 
Q921I1 TF Carbamidometilación Cys (583) 2,01 
Q921I1 TF Carbamidometilación Cys (373) 1,64 
Q921I1 TF Carbamidometilación Cys (67) 1,62 
Q921I1 TF Carbamidometilación Cys (260) 1,55 
Q921I1 TF Carbamidometilación Cys (246) 1,51 
G3X9T8 CP Carbamidometilación Cys (356) 1,79 
Q91X72 HPX Carbamidometilación Cys (406) 1,74 
Q91X72 HPX Carbamidometilación Cys (433) 1,73 
Q91X72 HPX Carbamidometilación Cys (153) 1,62 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org, el tipo de modificación detectada; el residuo modificado; 
y la ratio de la modificación relativizada respecto al valor correspondiente del grupo wild type (WT). La carbamidometilación 
es una modificación que se introduce en residuos oxidados de cisteína para su detección. Abreviaturas: wild type sedentario, 
WT SED; Harlequin entrenado, HQ SED.  
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Tabla S9. Análisis proteómico de las modificaciones oxidativas post-traduccionales en cisteínas de la 
albúmina y PRDX6 en corazón.  

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA PTM AMINOÁCIDO HQ SED/ 
WT SED 

P07724 ALB Carbamidometilación Cys (538) 7,25 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (582) 5,18 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (583) 5,18 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (86) 4,82 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (114) 4,33 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (115) 4,33 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (277) 4,14 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (270) 4,07 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (269) 4,07 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (462) 3,89 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (302) 3,88 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (303) 3,88 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (148) 2,83 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (501) 2,51 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (99) 2,44 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (591) 2,36 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (201) 2,36 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (461) 2,28 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (125) 2,25 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (472) 2,2 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (289) 2,16 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (416) 1,94 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (485) 1,94 

Q6GT24 PRDX6 Carbamidometilación Cys (47) 1,32 
Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org, el tipo de modificación detectada; el residuo modificado; 
y la ratio de la modificación relativizada respecto al valor correspondiente del grupo wild type (WT). La carbamidometilación 
es una modificación que se introduce en residuos oxidados de cisteína para su detección. Abreviaturas: wild type sedentario, 
WT SED; Harlequin entrenado, HQ SED.  

 
Tabla S10. Análisis proteómico de las modificaciones oxidativas post-traduccionales en cisteínas de 
proteínas relacionadas con el manejo de Ca2+ en corazón.   

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA PTM AMINOÁCIDO HQ SED/ 
WT SED 

P35564 CANX Carbamidometilación Cys (361) 2,69 
P35564 CANX Carbamidometilación Cys (367) 2,69 
P14211 CALR Carbamidometilación Cys (137) 2,65 
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P14211 CALR Carbamidometilación Cys (105) 1,67 
Q7TQ48 SRL Carbamidometilación Cys (456) 1,91 
Q7TQ48 SRL Carbamidometilación Cys (461) 1,8 
O55143 SERCA2 N-etilmaleimida Cys (498) 0,58 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org, el tipo de modificación detectada; el residuo modificado; 
y la ratio de la modificación relativizada respecto al valor correspondiente del grupo wild type (WT). La carbamidometilación 
es una modificación que se introduce en residuos oxidados de cisteína para su detección. La modificación por n-etilmaleimida 
marca tioles reducidos en cisteínas. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; Harlequin entrenado, HQ SED.  

 
Tabla S11. Proteínas con expresión diferencial pertenecientes al proceso OXPHOS, identificadas en el 
análisis proteómico de bíceps femoral en el estudio de la intervención.   

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

Q16795 NDUFA9 4 4 0,970 0,812 0,999 
Q05769 COX2 3 3 0,883 0,837 0,867 
Q9CZ13 UQCRC1 9 9 0,890 0,849 0,834 
UQCRC2 UQCRC2 10 10 0,956 0,849 0,870 
Q9DCT2 NDUFS3 4 4 0,987 0,860 0,874 
Q91VD9 NDUFS1  8 8 0,944 0,864 0,844 
P56480 ATP5B 21 21 0,896 0,877 0,936 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  

Tabla S12. Proteínas relacionadas con el transporte de ácidos grasos, con expresión diferencial, 
identificadas en el análisis proteómico de bíceps femoral en el estudio de la intervención.   

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

A0A140T8
V1 

FABP3 3 3 0,832 1,353 1,387 

P04117 FABP4 3 3 1,027 1,448 1,561 
Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  
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Tabla S13. Niveles de albúmina identificados en el análisis proteómico de bíceps femoral en el estudio 
de la intervención.  

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

P07724 ALB 28 28 0,996 1,213 1,292 
Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  

 
Tabla S14. Proteínas con expresión diferencial constituyentes del sarcómero, identificadas en el análisis 
proteómico de bíceps femoral en el estudio de la intervención.  

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

Q5SX39 MyHC-2b 51 51 0,919 0,472 0,489 
P97457 MYLPF 12 12 1,025 0,729 1,010 
P68134 ACTA1 15 6 1,029 0,770 0,795 
P20801 TNNC2 7 6 1,006 0,788 0,881 
P05977 MYL1 9 9 0,936 0,807 0,983 
A2A6I8 TNNT3 3 3 1,117 0,819 0,957 
A2A6K0 TNNI2 3 3 1,038 0,831 0,923 
A0A1B0
GSX6 

PDLIM3 2 2 1,040 1,235 1,230 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  

 
Tabla S15. Proteínas con expresión diferencial relacionadas con el manejo de Ca2+, identificadas en el 
análisis proteómico de bíceps femoral en el estudio de la intervención.   

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA NUM. 
PÉPTIDOS 

PÉPTIDOS 
ÚNICOS 

WT ENT/ 
WT SED 

HQ SED/ 
WT SED 

HQ ENT/ 
WT SED 

Q8R429 SERCA1 27 44 0,945 0,881 0,864 
O55143-2 SERCA2 2 19 1,320 1,391 1,113 
K3W4M2 RYR1 18 18 0,960 0,865 0,834 
O09165 CASQ1 7 7 0,929 0,828 0,856 
Q3TMP8 TMEM38A 3 3 0,893 0,880 0,781 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org; la abreviatura de la proteína; el número de péptidos 
identificados y de péptidos únicos; y las ratios de expresión de cada proteína en los distintos grupos experimentales relativizadas 
respecto al valor del grupo wild type sedentario. Abreviaturas: wild type sedentario, WT SED; wild type entrenado, WT ENT; 
Harlequin sedentario, HQ SED; Harlequin entrenado, HQ ENT.  
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Tabla S16. Análisis proteómico de las modificaciones oxidativas post-traduccionales en cisteínas de la 
albúmina en cuádriceps.  

CÓDIGO 
ACCESO 

PROTEÍNA PTM AMINOÁCIDO 
HQ SED/ 
WT SED 

P07724 ALB Carbamidometilación Cys (582) 9,09 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (583) 9,09 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (114) 9,01 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (115) 9,01 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (86) 8,07 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (77) 8,07 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (461) 6,71 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (462) 6,71 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (301) 5,76 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (302) 5,76 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (289) 5,27 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (269) 4,93 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (270) 4,93 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (148) 4,57 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (125) 4,16 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (200) 3,78 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (500) 3,39 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (591) 3,27 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (99) 3,11 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (416) 3,05 
P07724 ALB Carbamidometilación Cys (472) 2,66 

Se muestran: el código de acceso de la proteína en www.uniprot.org, el tipo de modificación detectada; el residuo modificado; 
y la ratio de la modificación relativizada respecto al valor correspondiente del grupo wild type (WT). La carbamidometilación 
es una modificación que se introduce en residuos oxidados de cisteína para su detección. Abreviaturas: wild type sedentario, 
WT SED; Harlequin entrenado, HQ SED.  
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RESUMEN GRÁFICO 
 
 

 
 
Resumen gráfico. Esquema resumen de las principales alteraciones encontradas en corazón (marcadas con flechas rojas) y músculo 
esquelético (flechas azules) del ratón Harlequin. La deficiencia de AIF da lugar a un fallo en el ensamblaje de algunos complejos 
de la cadena transportadora de electrones (concretamente, en los complejos I, III y V en corazón; y en el complejo I en cuádriceps), 
que solamente se traduce en un descenso de actividad del complejo I en cuádriceps. Además, también se observa un incremento 
del estrés oxidativo en ambos tejidos, probablemente debido a una mayor producción de ROS por la cadena transportadora de 
electrones. Por otro lado, la ultraestructura mitocondrial resulta alterada, con unas mitocondrias más alargadas y de mayor área, 
probablemente debido a un aumento en la fusión mitocondrial como mecanismo compensatorio a un posible fallo OXPHOS. 
Además, se observa una distribución alterada de lípidos, con un aumento de los niveles de gotas lipídicas en ambos tejidos. Esto 
podría suponer una fuente de acetil coA para aumentar la función del proceso OXPHOS, o bien ser un mecanismo para almacenar 
un posible exceso de lípidos y evitar una situación de toxicidad en la célula. Por otro lado, tanto en corazón como en cuádriceps se 
observa una mayor cantidad de aminoácidos libres, debido a un mayor catabolismo proteico, posiblemente mediante un aumento 
en los niveles de autofagia. De esta manera, los aminoácidos serían utilizados para satisfacer las necesidades energéticas de los 
propios tejidos y de otros, como el cerebelo, en el que existe un marcado déficit de glutamato. Por otro lado, se observan alteraciones 
en el mecanismo de excitación-contracción de los cardiomiocitos, consistentes en una mayor fuga de Ca2+ desde el retículo 
sarcoplásmico (RS) mediada por sparks, y una menor capacidad de recaptación del Ca2+ hacia el RS durante la diástole. Por último, 
se observa un menor nivel de hemoglobina y mioglobina en corazón, que podría ser atribuido a un fallo en la biosíntesis del grupo 
hemo.  
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