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GLOSARIO DE ABREVIATURAS 

4-HB: 4-hidroxibenzoato 

4-HNE: 4-hidroxinonenal 

8-OHdG: 8-hidroxideoxiguanosina 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ADNc: Ácido desoxirribonucleico 
copia   

ADP: Adenosina difosfato 

ATP: Adenosina trifosfato 

BNGE: Blue native gel 
electroforesis 

BSA: Albúmina de suero bovino 

CABC1: Chaperona del complejo 
bc1	  

CoQ: Coenzima Q 

CoQH ּ◌: semiquinona 

CoQH2: Ubiquinol 

CPT: Camptotecina CTE: Cadena 
de transporte de electrones 

DMQ: Demetoxiubiquinona 

ETF-DH: flavoproteina 
deshidrogenasa de transferencia 
de electrones  

FAD: flavin adenín nucleótido 

 

 

 

GFAP: Proteína ácida fibrilar glial 

H&E: Hematoxilina-eosina 

HAB: 3-hexaprenil 4-
aminobenzoato 

HHB: 3-hexaprenil 4- 
hidroxibenzoato 

HPLC: Cromatografía líquida de 
alta resolución 

HPLC-EQ: Cromatografía líquida 
de alta resolución con detector 
electroquímico 

KCN: Cianuro potásico 

KO: Knock-out 

LFB: Luxol fast blue 

Mg+2: Magnesio 

NADH: Dinucleótido de 
nicotinamida adenina 

NADPH: Nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato reducido 

NBT: Nitroblue Tetrazolium 

pABA: ácido para-aminobenzoico 

PAS: Ácido Periódico de Schiff 

PDSS1: Prenildifosfato sintasa - 
subunidad 1 

PDSS2: Prenildifosfato sintasa - 
subunidad 2 



	  
	  

PTPm: Poro de transición de la 
permeabilidad mitocondrial 

PVDF: Polifluoruro de vinilideno 

RCR: Ratio de control respiratorio 

RXR: Receptor reinoide X  

SAM/Adomet:	  S-adenosimetionina 
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1. COENZIMA Q: DESCUBRIMIENTO E HISTORIA. 
 

La Coenzima Q (ubiquinona o CoQ) fue aislada por primera vez 

en 1955 a partir de  fracción insaponificable de mucosa intestinal de 

caballo y cerdo (Festenstein et al., 1955). Dos años mas tarde, Crane y 

colbs. (Crane et al., 1989) la aislaron a partir de mitocondrias de 

corazón de ternera y caracterizaron su presencia y función en la cadena 

respiratoria mitocondrial. En 1958, Wolf (Wolf et al., 1958) determinó 

su estructura, como un lípido inusual formado por un anillo de 

benzoquinona con actividad redox conectado a una larga cadena 

isoprenoide con inserción específica dentro de las membranas 

biológicas (Turunen et al., 2004). En 1961, Mitchell incluyó a la CoQ 

en su "teoria quimiosmótica" por su papel en la respiración celular, 

teoría por la cual recibió el Premio Nobel de Química en 1978. 

Los trabajos realizados en los primeros años  tras su 

descubrimiento fueron dirigidos al  estudio de la función redox, 

mientras que el estudio de la actividad antioxidante cogió mayor auge a 

partir de la década de los 90. Inicialmente, la capacidad de síntesis y 

distribución de la CoQ era sólo atribuído a la membrana mitocondrial 

interna, lugar donde se realizaba la unica función conocida hasta el 

momento, esto es,  transportar los electrones del complejo I y II al 

complejo III en la CTE. 

En 1969 se corroboró la importancia de este lípido con los 

estudios de Ernster y colbs en partículas submitocondriales. En ellos 

observaron la activación y reactivación de la actividad de la NADH y 
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succinato deshidrogenasa cuando se deplecionaban y reincorporaban 

las quinonas a las particulas submitocondriales (Ernster et al., 1969).  

Estudios posteriores han descrito otras funciones asociadas a 

sistemas redox en membranas extramitocondriales (Crane and Navas, 

1997; Santos-Ocana et al., 1998; Sun et al., 1992; Villalba et al., 1995). 

2. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 
DE LA COQ. 
 

La CoQ o 2,3-dimetoxi-5-metil-6-poliprenil-1,4-benzoquinona 

es un molécula lipofílica formada por un anillo de benzoquinona 

hidroxilado en las posiciones 1,4 unido a una cadena lateral 

isoprenoide, que le confiere el carácter hidrofóbico así como la 

solubilidad en solventes polares, siendo más soluble cuanto menos 

grupos isoprenos formen la cadena ( 

Figura 1). 

	  

Figura 1. Estructura química de la CoQ 

En la naturaleza existen distintos tipos de CoQ en función de:	  

• El  número de moléculas isopentenilo que componen la cadena 

lateral. La longitud de la cadena isoprenoide varía según la 
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especie. La razón  de esta variabilidad inter-especie aún no se 

conoce, pero encontramos cadenas con 6 unidades (CoQ6) en  

Sacharomyces  cerevisiae,  8 unidades  (CoQ8)  en  Escherichia  

coli, 9  unidades (CoQ9) en  Caenorabditis elegans y 10 

unidades (CoQ10) en Schizosaccharomyces pombe. Sin 

embargo, también podemos encontrar especies que contienen 

distintas variedades como CoQ9 y CoQ10 en roedores, humanos 

y zebrafish o  CoQ7, CoQ8, CoQ9 y CoQ10 en Pneumocystis.	  

• En función del estado de oxidación en que se encuentra en las 

membranas (       Figura 2). En el estado totalmente oxidado se 

denomina ubiquinona (CoQ) que posee dos grupos cetos en 

posición para. La adición de un protón y un electrón origina la 

forma semiquinona (CoQH ּ◌). La adición del segundo protón y 

electrón origina la forma totalmente reducida, el ubiquinol 

(CoQH2) que presenta dos grupos hidroxilos.  

 

 

       Figura 2. Estado de oxidación de las quinonas. 
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3. BIOSÍNTESIS Y DISTRIBUCION DE LA COQ.  
 

La  ruta  biosintética  de la CoQ se ha   caracterizado 

parcialmente  mediante la identificación de intermediarios biosintéticos 

acumulados en cepas de mutantes de Saccharomyces cerevisiae 

deficientes en  CoQ (Turunen et al., 2004). En la actualidad se conocen 

al menos once genes (COQ1-COQ9, YAH1 y ARH1) que codifican 

proteínas implicadas en la biosíntesis de la CoQ en levaduras (Tran and 

Clarke, 2007). La función de muchas de estas proteínas en eucariotas es 

análoga a la de levaduras y, por consiguiente, es conocida, mientras 

otras como Coq4p, Coq6p  y Coq9p permanecen con función 

desconocida. 

La biosíntesis de CoQ comienza con la formación del ácido 

hidroxibenzoico al que se le une una cola lipofílica poliisoprenoide. El 

precursor aromático del anillo de benzoquinona es el 4-hidroxibenzoato 

(4-HB) derivado de la tirosina o fenilalanina. Por otro lado, la cadena 

poliisoprenoide se forma por la adición de moléculas de isopentenil 

difosfato, procedentes de la ruta del mevalonato, al farnesil o geranil-

geranil difosfato en múltiples pasos catalizados por la poliprenil 

difosfato sintasa o Coq1 (Grunler et al., 1994) (Figura 3). 

Una vez sintetizada la cadena poliisoprenoide, ésta se 

condensada con el 4-HB mediante una reacción de condensación 

catalizada por la PHB-poliprenil transferasa o Coq2p, originando una 

molécula intermediaria denominada ácido 3-hexaprenil-4-

hidroxibenzoico (HHB) (en S. Cerevisiae). El orden en el que suceden 

las siguientes reacciones de modificación del anillo aromático es  
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especulativo. Para este fin, se dan una serie de reacciones catalizadas 

por al menos seis enzimas, las cuales llevan a cabo reacciones de 

metilación, descarboxilación e hidroxilación para generar finalmente la 

molécula de CoQ. 

3.1. PROTEÍNAS QUE INTERVIEN EN LA RUTA 
BIOSINTÉTICA DE LA COQ. 

3.1.1. Coq1p. 

	  

En S. cerevisiae, la Coq1p o trans-poliprenil difosfato sintasa 

está codificada por el gen COQ1 (Ashby and Edwards, 1990). La 

enzima cataliza la formación de la cadena poliisoprenoide siendo 

responsable de la longitud específica en distintas especies. (Okada et 

al., 1996). En Schizosaccharomyces  pombe, ratones  y humanos COQ1 

es un heterotretámero compuesto por dos subunidades, PDSS1 y 

PDSS2 (Saiki et al., 2005; Saiki et al., 2003), mientras que en S.	  

cerevisiae o Arabidopsis thaliana es un homo-oligómero (Jun et al., 

2004).	  Estudios con fraccionamiento submitocondrial en S. cerevisiae 

han demostrado que la  Coq1p  se encuentra periféricamente asociada 

con la membrana mitocondrial interna en el lado de la matriz (Gin and 

Clarke, 2005). 

En eucariotas se cree que, de todas las proteínas implicadas en 

la biosíntesis de la ubiquinona, es la única que presenta diferencias 

respecto a las estudiadas en S. cerevisiae (Kawamukai, 2002; Okada et 

al., 2004). Este enzima  pertenece  a  la  familia  de  trans-prenil  

transferasa de clase III que producen cadenas largas poliprenoides a 	    
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Figura 3. Ruta de biosíntesis de la CoQ.	    
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diferencia de la clase I y II que producen cadenas cortas y medias. Sin 

embargo, existe gran homología entre las distintas isoprenil difosfato 

sintasas presentes en eucariotas, ya que su secuencia de aminoácidos 

contiene siete regiones altamente conservadas (Wang and Ohnuma, 

2000). 

3.1.2. Coq2p. 

	  

La Coq2p o 4-HB: polipreniltransferasa es una enzima clave 

que cataliza el enlace covalente entre el anillo 4-HB y la cadena 

poliisoprenoide, generando el primer intermediario de unión a 

membrana, el HHB. En S.	  cerevisiae y en Homo sapiens, esta enzima la 

codifica un gen denominado COQ2 (Ashby et al., 1992; Forsgren et al., 

2004). En otros eucariotas se han aislado y caracterizado una serie de 

ortólogos/homólogos (Ohara et al., 2006; Okada et al., 2004; Uchida et 

al., 2000). Ensayos in vitro en hígado de ratas demostraron que su 

actividad está presente sólo en mitocondrias (Momose and Rudney, 

1972), si bien recientemente se ha identificado actividad 

polipreniltransferasa catalizada por la proteína Ubiad1 en el aparato de 

Golgi (Mugoni et al., 2013). La especificidad de Coq2p parece no verse 

afectada por la longitud de la cadena poliisoprenoide (Ashby et al., 

1992; Gin and Clarke, 2005; Okada et al., 2004) pero sí por la 

concentración de Mg2+ en extractos puros de levadura (Ashby et al., 

1992). Mediante  estudios  in  vitro  se  ha demostrado  que  el  

polipéptido  es  importado  y procesado en su totalidad dentro de la 

mitocondria (Leuenberger et al., 1999). Esta proteína se comporta 

como una  proteína  integral  de  membrana  asociada  a  la  membrana  

mitocondrial interna del lado de la matriz.  
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3.1.3. Coq3p. 

	  

Estudios in vitro con análogos sintéticos farnesilados han 

demostrado que esta enzima codificada por el gen COQ3 cataliza dos 

pasos de O-metilación en la ruta biosintética (Poon et al., 1999). El gen 

COQ3 fue originalmente identificado en S. cerevisiae (Clarke et al., 

1991) por su habilidad para restaurar la biosíntesis de CoQ y la 

respiración en un mutante Coq3p denominado C39 (Sippel et al., 1983; 

Tzagoloff et al., 1975). Los homólogos de este  gen, aislados  en  

mamíferos y plantas (Avelange-Macherel and Joyard, 1998; Marbois et 

al., 1994), codifican proteínas cuya secuencia de aminoácidos 

contienen cuatro regiones conservadas en una gran familia de enzimas 

metiltransferasas que usan S-adenosimetionina (SAM or AdoMet) 

como donador de metilo (Kagan and Clarke, 1994; Niewmierzycka and 

Clarke, 1999). Estudios in vitro (Hsu et al., 1996) y de localización 

subcelular (Poon et al., 1999) muestran que la Coq3p  se sintetiza como 

una pre-proteína que es importada (posee una secuencia de 

reconocimiento de mitocondria en el extremo N-terminal) y procesada 

en la mitocondria en una vía dependiente del potencial de membrana. 

Estudios de fraccionamiento subcelular demuestran que se  trata  de  

una  proteína  periférica  asociada  a  la  matriz  del  lado  de  la 

membrana interna mitocondrial (Poon et al., 1999). 

3.1.4. Coq4p. 

	  

Proteína codificada por el gen COQ4 y que se localiza en la 

matriz pegada a la membrana mitocondrial interna (Belogrudov et al., 

2001). Aunque su función a día de hoy es desconocida, se ha 
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especulado que podría funcionar como una hidroxilasa o carboxilasa 

para cualquiera de los pasos de la ruta biosintética en los que no se ha 

identificado la enzima catalítica (denominados como “Coq?” en la 

Figura 3). Su secuencia aminoacídica, compuesta por 335 

aminoácidos, no comparte homología con otros dominios proteícos de 

actividad conocida. Al igual que Coq3p, contiene una secuencia de 

reconocimiento de importación a  mitocondria.  

Diversos hallazgos apuntan que Coq4p podría tener un papel 

estructural en el complejo multiproteico de biosíntesis de CoQ 

(Marbois et al., 2005). Un hecho muy significativo es la disminución de 

los niveles de Coq3p y Coq7p en mutantes nulos de coq4 y 

recuperación de los mismos en mutantes puntuales coq4-1 (Belogrudov 

et al., 2001). Además, se ha observado la co-migración de su 

polipéptido nativo junto a Coq3p, Coq6p y Coq7p como un complejo 

de alto peso molecular, sugiriendo su papel estructural en el complejo 

multiproteico de biosíntesis de CoQ (Marbois et al., 2005; Tran et al., 

2006). 

3.1.5. Coq5p.  

	  

Ensayos de fraccionamiento submitocondrial han demostrado 

que Coq5p o  2-metoxi-6-poliprenil-1,4-benzoquinona metiltransferasa 	  

se localiza en la matriz pegada a la membrana mitocondrial interna 

(Baba et al., 2004), donde cataliza el único paso de C-metilación en la 

ruta biosintética de la CoQ, generando el intermediario 2-metoxi-5-

metil-6-poliprenil-1,4-benzoquionona. En S. cerevisiae es codificada 

por el gen COQ5, el cual fue aislado de una librería de DNA genómico 

de levadura por su capacidad para restaurar la respiración en dos 
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mutantes puntuales de Coq5p; coq5-1 y coq5-2 (Barkovich et al., 1997; 

Dibrov et al., 1997). Estudios genéticos  muestran que el gen COQ5 

contiene cuatro regiones comunes a las proteínas de la  familia 

AdoMet-metiltransferasas (Katz et al., 2003) y que su expresión 

aumenta por la presencia de glicerol y ácido oleico (Hagerman et al., 

2002; Hagerman and Willis, 2002). Estudios in vitro con analágos 

farnesilados mostraron que el reconocimiento del sustrato no depende 

de la longitud de la cadena poliisoprenoide, y que, además, su función 

C-metiltransferasa es esencial para la formación del 2-metoxi-5-metil-

6-poliprenil-1,4-benzoquionona. La generación del mutante nulo y 

mutantes puntuales de Coq5p (Lee et al., 1997) muestran que esta 

proteína es fundamental para la estabilidad y actividad de Coq3p y 

Coq4p, proporcionando evidencia  de la existencia de un complejo 

multiproteíco de biosíntesis de CoQ en levaduras. 

3.1.6. Coq6p. 

	  

Proteína codificada por el gen COQ6 y que es esencial para el 

crecimiento de levaduras en fuentes de carbono no fermentables (Gin et 

al., 2003).  Cuando se sintetiza, se importa a la mitocondria de forma 

dependiente del potencial de membrana, para situarse periféricamente 

junto a la membrana mitocondrial interna en el lado de la matriz (Gin et 

al., 2003). Estudios previos en levaduras predijeron que el gen COQ6 

codifica para una monooxigenasa dependiente de flavina debido a que 

su estructura contiene una región de unión al ribitil del FAD muy 

conservada en una familia de hidroxilasas aromáticas de unión al FAD 

y NADPH (Tran and Clarke, 2007).  
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Recientemente, se ha descubierto en S. cerevisiae que la Coq6 

está involucrada exclusivamente en la C5-hidroxilación del HHB o 3-

hexaprenil 4-aminobenzoato (HAB) pero no en la C1 o C6 

hidroxilación posteriores en la biosíntesis de la CoQ (Ozeir et al., 

2011). Esta función se realiza a través de una ruta inusual mediada por 

la ferredoxina Yah1 y ferredoxina reductasa Arh1 que suministra la 

fuente de electrones. Además, el uso de análogos sintéticos del 4-HB 

hidroxilados restaura tanto los niveles de CoQ como la respiración de 

mutantes Coq6 (Ozeir et al., 2011). 

3.1.7. Coq7p.   

	  

En S. cerevisiae esta proteína, codificada por el gen 

COQ7/CAT5 (Marbois and Clarke, 1996; Tzagoloff and Dieckmann, 

1990) y caracterizada como una mono-oxigenasa está involucrada en el 

penúltimo paso de la biosíntesis de la CoQ.	   Este gen también se ha 

estudiado en otras especies denominándose clk-1 en C.elegans, Mclk1 o 

Coq7 en ratones, UbiF en bacterias y COQ7 en humanos. Pertenece a 

la familia de oxidasas de unión a hierro conteniendo una secuencia 

conservada “EXXH” de unión a ligandos de hierro (Stenmark et al., 

2001).  La proteína que codifica posee una  localización interfacial en 

la membrana mitocondrial interna (Berthold and Stenmark, 2003; 

Stenmark et al., 2001) y cataliza la hidroxilación de la 

Demetoxiquinona (DMQ) a 5-hidroxiquinona.   

Estudios recientes en levaduras muestran que la actividad de 

Coq7p podría verse regulada por los ciclos de fosforilación a la que se 

encuentre sometida. En ellos, el estado no fosforilado de Coq7p resultó 

en un incremento del contenido de CoQ6, mientras el estado 
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fosfomimético dio lugar a una disminución de los niveles del lípido  

(Martin-Montalvo et al., 2011). En otro estudio reciente, se ha 

identificado la proteína Ptc7, como una fosfatasa mitocondrial que 

interactúa con Coq7p para activar la biosíntesis de la CoQ y el 

metabolismo respiratorio, así como la función antioxidante (Martin-

Montalvo et al., 2013).  

3.1.8. Coq8p. 

 

El gen COQ8 fue inicialmente identificado como CABC1 

(Chaperona del complejo bc1) por su habilidad para suprimir 

parcialmente el defecto de traducción del citocromo b debido a la 

mutación cbs-223 en el gen CBS2. Por ello, se propuso que podría 

funcionar como una chaperona para el citocromo b y, por la tanto, ser 

necesario para la función del complejo bc1(Brasseur et al., 1997). La 

disminución de la actividad bc1 en mutantes para el gen COQ8 sugiere 

por otro lado la participación de esta proteína en la biosíntesis de CoQ 

(Rodel, 1986). De hecho, levaduras mutantes de Coq8p no producen 

CoQ6 y como consecuencia de ello son incapaces de crecer sobre una 

fuente de carbono no fermentable. La adición exógena de CoQ6 rescata 

este defecto en el crecimiento.  

Aunque   su   función   bioquímica   en   la   biosíntesis   de   Q   

es   aún desconocida, la proteína Coq8/CAbc1 (Adck3) ha sido 

clasificada como una kinasa al ser identificadas cuatro regiones 

conservadas de la familia de las kinasas atípicas en su secuencia 

aminoacídica (Leonard et al., 1998). También existen evidencias de que 

puede actuar como regulador de la biosíntesis de CoQ, ya que su 

sobreexpresión en levaduras rescata a los mutantes de coq9 (Johnson et 
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al., 2005), a los mutantes nulos de coq10 (Barros et al., 2005) y restaura 

los niveles de CoQ6 en mutantes nulos de coq7 (Padilla et al., 2009). 

Otros estudios muestran que el estado fosforilado de la proteína Coq3p, 

necesario para la asociación con otras Coq en el complejo multiproteico 

de alto peso molecular, es dependiente de Coq8p. Por lo tanto, Coq8p 

parece ser fundamental para la formación del complejo multiproteico 

de biosíntesis de CoQ (Sippel et al., 1983).  

3.1.9. Coq9p. 

	  

Proteína codificada por el gen COQ9  identificado y 

caracterizado por Johnson y colbs. (Johnson et al., 2005) como 

necesario en la biosíntesis de CoQ. Sin embargo, la función de la 

proteína Coq9p aún no se conoce y su estructura no guarda homología 

con otras proteínas de función conocida. Tras estudios de movilidad 

electroforética en geles SDS-PAGE se ha observado que posee un peso 

molecular de 25 kDa, (Hsieh et al., 2007) y un pequeño precursor que 

constituye una secuencia diana de mitocondria.  (Johnson et al., 2005).	  

Estudios con localización submitocondrial en S .cerevisiae demostraron 

que la  Coq9p se encuentra periféricamente asociada con la membrana 

mitocondrial interna en el lado de la matriz (Hsieh et al., 2007).  

3.1.10. Teoría del complejo multiproteico de biosíntesis de 

CoQ. 

	  

De acuerdo a los resultados en levaduras y bacterias, las 

enzimas requeridas para la biosíntesis de CoQ se organizan en un 

complejo multiproteico (Figura 4). Esta organización permitiría la 

canalización de metabolitos intermediarios, aumentaría la eficiencia 
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catalítica y proporcionaría mecanismos para la regulación coordinada 

de sus componentes. Uno de los datos que apoyan la existencia del 

complejo multiproteico es que los mutantes nulos en coq3-coq9 

acumulan predominantemente HHB, el producto de Coq2p que se 

forma en los primeros pasos de la ruta, y no el sustrato de la reacción 

que catalizan. Además, los niveles basales de las proteínas  Coq3p, 

Coq4p, Coq6p, Coq7p y  Coq9p están disminuidos en mitocondrias 

aisladas de otros mutantes nulos (Hsu et al., 2000). Además, la mayoría 

de estas proteínas comparten una secuencia consenso de importación a 

la mitocondria para alcanzar una localización periférica en la 

membrana mitocondrial interna (Hartl et al., 1989; Neupert, 1997). 

 

	  

Figura 4. Imagen hipotética del complejo multiproteico de biosíntesis de CoQ 
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3.2. DISTRIBUCIÓN DE LA CoQ. 

3.2.1. Localización a nivel de membrana.  

	  

Una vez sintetizados los lípidos 

de la ruta del mevalonato, incluida la 

ubiquinona, éstos van a tomar distintas 

posiciones intramembranosa que serán 

responsables de las propiedades de la 

membrana. La cadena lateral 

poliisoprenoide de la ubiquionna se sitúa 

en la región central hidrofóbica de la 

bicapa lipídica. Se piensa que esta 

posición desestabiliza la membrana 

promoviendo un aumento de la fluidez y 

permeabilidad de la misma.  

Por otro lado, el anillo de benzoquinona queda expuesto en la 

cara interna o externa de la membrana, dependiendo de su 

requerimiento funcional.	  

3.2.2. Localización a nivel celular. 

	  

La ubiquinona se localiza principalmente en la membrana 

mitocondrial interna junto con el resto de componentes de la cadena de 

transporte de electrones, donde realiza su función de transporte 

electrones. Además,  está presente en todas las membranas celulares 

como  la membrana plasmática y endomembranas (Kalen et al., 1987; 

Figura 5. Localización de la 
CoQ en la membrana 



                                                                            Introducción                                                       
	  

	  18	  

Takahashi et al., 1993), indicando su implicación en múltiples 

funciones celulares.	  	  

La presencia de la CoQ en membranas extramitocondriales 

sugiere la existencia de mecanismos ligados a membranas de síntesis 

y/o distribución. Este hecho se apoya en el hallazgo de actividad 

enzimatica en retículo endoplasmático, aparato de Golgi y peroxisomas 

(Kovacs et al., 2002; Tekle et al., 2002). Sin embargo, la existencia de 

secuencias de reconocimiento mitocondrial en genes implicados en la 

biosíntesis y sus productos localizados en mitocondrias pero no en 

otros orgánulos, indica que la biosíntesis de la CoQ se completa en la 

mitondria y desde allí es transportada a otros membranas (Baba et al., 

2004; Belogrudov et al., 2001; Jiang et al., 2001).	  Un estudio realizado 

en células humanas (HL-60) corroboró esta idea, administrando un 

precursor de la CoQ10 y CoQ9 marcada radioactivamente para observar 

los mecanismos de distribución de la CoQ10 endógena y la CoQ9 

exógena. El estudio concluyó que la primera  localización de la CoQ 

endógena se da en la mitocondria y que mediante una vía  sensible a 

Brefeldina A se distribuye a otras membranas extramitocondriales. Por 

otro lado,  la  CoQ  exógena  se  incorpora  a  la  fracción  

endolisosomal  y se transporta   posteriormente   a   la   mitocondria   

siguiendo   la   vía mencionada anteriormente (Fernandez-Ayala et al., 

2005) 

4. FUNCIONES DE LA COQ. 
	  

Una vez son sintetizadas las moléculas de CoQ, ocupan su lugar 

en las membranas celulares para cumplir diferentes funciones. 
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4.1. TRANSPORTADOR EN LA CADENA RESPIRATORIA 
MITOCONDRIAL (CTE). 
 

La CoQ es un componente esencial de la cadena respiratoria 

mitocondrial. Se localiza en la membrana mitocondrial interna donde 

actúa como transportador de  electrones desde el complejo I (NADH-

ubiquinona  oxidorreductasa.) y complejo II (Succinato-ubiquinona 

oxidoreductasa) hasta el complejo III (Ubiquinol  citocromo  c  

oxidoreductasa) (          Figura 6). Esta transferencia de electrones se ve 

favorecida por la formación de estructuras macromoleculares llamadas 

supercomplejos mitocondriales, en los que la CoQ es un componente 

esencial (Acin-Perez et al., 2008). Su participación permite  un  flujo  

de  electrones  desde  el NADH o el succinato hasta el oxígeno 

molecular acoplado a un flujo de protones hacia el espacio 

intermembrana que genera un gradiente electroquímico, el cual es 

aprovechado por la ATP sintasa para la síntesis de ATP. 

4.2. PROTEíNAS DESACOPLANTES. 
 

Existen algunas evidencias que apuntan a que la  CoQ  pueda 

tener   otras   funciones   que   no   están directamente relacionadas con 

la cadena de transporte de electrones. Una de ellas es la de funcionar  

como cofactor en la actividad de las proteínas desacoplantes (abreviado 

"UCP", del inglés "uncoupling protein"). Éstas son proteínas 

localizadas en la membrana mitocondrial interna que translocan H+ 

desde el espacio intermembrana a la matriz mitocondrial. Por ello, y 

haciendo alusión a su nombre, desacoplan el gradiente de protones 
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          Figura 6. Participación de la CoQ en la CTE (Tahara et al., 2009).	  

 
(generado en la cadena respiratoria) de la fosforilación oxidativa, 

liberando la energía en forma de calor sin producción de ATP. Este 

mecanismo es usado por los mamíferos en la grasa parda para mantener 

la temperatura corporal en situaciones de bajas temperaturas 

(Nedergaard et al., 2001). Pues bien, Echtay y colbs. mostraron que la 

CoQ es un cofactor obligatorio para las UCPs sobreexpresando 

distintos tipos de UCPs en liposomas de E.coli. Los liposomas eran 

incapaces de transportar H+ en ausencia de CoQ y el transporte era 

reactivado al añadir CoQ a las membranas en presencia de ácidos 

grasos. Además, la longitud de la cadena y el estado de oxidación de la 

CoQ es importante para la activación del transporte, siendo menos 

efectivo las CoQ de cadena corta (Echtay et al., 2001; Echtay et al., 

2000). Sin embargo, estos estudios iniciales del papel de la CoQ en la 

función de las UCPs dieron pie a otros posteriores en cultivos celulares 

que pusieron en duda el papel fisiológico de la CoQ en la actividad de 

las UCPs (Esteves et al., 2004; Jaburek and Garlid, 2003). 
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4.3. PORO DE TRANSICIÓN DE PERMEABILIDAD 
MITOCONDRIAL (PTPm). 
 

El gradiente electroquímico, generado durante la transferencia 

de electrones en la membrana mitocondrial interna, es mantenido por la 

baja permeabilidad de las membranas a  iones y solutos. El paso de 

moléculas a través de la membrana interna parece ser regulado por una 

serie de canales y transportadores iónicos que en conjunto se denomina 

PTPm y que se trata de un canal voltaje-dependiente y sensible al Ca2+ 

que juega un papel clave en la apoptosis (Green and Reed, 1998).   

Varios estudios han demostrado que la longitud de la cola 

isoprenoide de los análogos de CoQ (Fontaine et al., 1998; Walter et 

al., 2002; Walter et al., 2000) modula la permeabilidad del PTPm. De 

esta forma la CoQ10, con una cadena larga de isoprenos previene de la 

apertura del canal, evitando la despolarización del potencial de 

membrana, depleción de ATP, activación   de   la   caspasa-9 con la 

liberación del citocromo c  y  la fragmentación  del  ADN  en  

queratinocitos bajo  estímulos  apoptóticos (Papucci et al., 2003).  

4.4. ESTRÉS OXIDATIVO Y FUNCIÓN ANTIOXIDANTE. 
 

La mayor parte del consumo de oxígeno mitocondrial está 

acoplado a la síntesis de ATP, mientras que un pequeño porcentaje 

(alrededor del 1-2%) forma especies reactivas de oxígeno (ROS, del 

inglés “reactive oxygen species”) al reaccionar con el oxígeno 

electrones que se escapan de la CTE.  Éstas  ROS pueden funcionar 

como señalizadores intracelulares a concentraciones fisiológicas pero 

en condiciones fisiopatológicas, donde hay una alta producción de 
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ROS, éstos reaccionan con diferentes biomoléculas como ADN, 

proteínas y lípidos, oxidándolos y ocasionando daños celulares en un 

proceso conocido como estrés oxidativo.  

Para contrarrestar un aumento de estrés oxidativo, se activan 

una serie de sistemas antioxidantes celulares  que  previenen  o reparan  

el  daño  causado. Estos antioxidantes se clasifican en enzimáticos 

como la superoxido  dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa, 

tioredoxin reductasa y peroxiredoxina (Holmgren and Bjornstedt, 1995; 

Wood et al., 2003) o no enzimáticos como vitamina C y E, 

carotenoides, glutation, α -ácido lipoico, flavonoides, melatonina y 

CoQH2  (Chahbouni et al., 2010; Ibrahim et al., 1997; Kling et al., 

2013; Schulz et al., 2000). Además, la célula adopta diferentes 

estrategias como respuesta al estrés oxidativo; una de ellas es 

incrementar la transferencia de electrones a través de la membrana 

plasmática (del Castillo-Olivares et al., 2000; May and Qu, 1999) o 

bien mantener la CoQ en su estado reducido. 

La CoQ reducida de la membrana plasmática es un potente 

antioxidante que protege los lípidos frente al daño oxidativo y  

mantiene  otros  antioxidantes  en  sus  formas  reducidas  (Beyer, 

1994; Kagan et al., 1990). Estudios in vitro realizado en partículas 

submitocondriales, han revelado que el ubiquinol es capaz de inhibir la 

peroxidación (Takayanagi et al., 1980) pero aún no es bien establecido 

si la CoQ es capaz de prevenir la peroxidación lipídica en el resto de 

membranas celulares (Ernster and Dallner, 1995). Diversos estudios 

enfocados a conocer su mecanismo de acción sugieren que CoQH2 

actúa a nivel de la iniciación de la peroxidación lipídica impidiendo la 
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formación del radical peroxil (LOO) en contraposición a la vitamina E 

que actúa depurando estos radicales (          Figura 7). 

Otros estudios también muestra como la CoQH2 puede prevenir 

de la oxidación a proteínas (Forsmark-Andree et al., 1995; Forsmark-

Andree et al., 1996), como también al ADN, tanto in vitro como in vivo 

(Ernster and Dallner, 1995; Tomasetti et al., 1999). 

	  

          Figura 7. Función antioxidante de la CoQ (Turunen et al., 2004). 

 

4.5. OTRAS FUNCIONES CELULARES: 
  

La membrana plasmática de la mayoría de las células contienen 

NADH oxidasas dependientes de CoQ, la cuales regulan el ratio 

citosólico de NAD+/NADH, la reducción del ascórbido y el crecimiento 

y diferenciación celular (Bentinger et al., 2010). Se ha descrito también 

que la CoQ  actúa  como  aceptor  de  electrones en la reacción 
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catalizada por la  dihidroorotato deshidrogenasa dentro de la ruta de  

síntesis  de  novo  de pirimidinas (Jones, 1980). Además, la oxidación 

de la CoQ por la CTE es necesaria para la β -oxidación por la 

flavoproteina ubiquinona oxidoreductasa (EC 1.5.5.1), para transportar 

equivalentes de reducción desde el citoplasma a la glicerol fosfato 

deshidrogenasa	  (EC  1.1.99.5), para el metabolismo de la glicina por la 

colina deshidrogenasa (EC 1.1.99.1), metabolismo de la prolina y 

arginina por la prolina deshidrogenasa (EC 1.5.99.8) así como la 

asimilación del sulfuro por la sulfide CoQ reductasa	  (EC 1.8.99.1). 

 

5. DEFICIENCIA EN CoQ. 
	  

La importancia de las funciones que desempeña la CoQ en la 

mitocondria la convierten en una molécula vital, cuyo déficit causa un 

síndrome mitocondrial con un cuadro clínico heterogéneo.  

Ogasahara y colbs. (Ogasahara et al., 1989) describieron  los 

primeros casos de deficiencia en CoQ en dos hermanos que tras un 

desarrollo temprano normal mostraron intolerancia al ejercicio y 

debilidad muscular en las piernas. A los cinco años de edad  ambos 

presentaron mioglobinuria y afectación cerebral e individualmente uno 

sufría convulsiones y el otro síndrome cerebeloso. Tras el estudio en 

biopsias musculares se detectó que estos pacientes padecían una 

deficiencia severa de CoQ con un marcado defecto de la cadena 

respiratoria mitocondrial. Además, se detectó la presencia de fibras 

rojas rasgadas y acumulación de gotas lipídicas en fibras de tipo I, 

ambas características propias de miopatías mitocondriales 
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Desde entonces, se han identificado y publicado más 150 

pacientes deficientes en CoQ  con una gran diversidad de fenotipos 

clínicos. La deficiencia en CoQ está asociada a un desorden autosómico 

recesivo que se manifiesta con un cuadro clínico heterogéneo	   que se 

pueden agrupar en cinco grandes fenotipos: 

1. Encefalomiopatía caracterizada por afectación cerebral y 

mioglobinuria recurrente. 

2. Desorden multisistémico infantil con encefalopatía 

asociada usualmente a nefropatía  y afectación de otros 

órganos. 

3. Ataxia cerebelosa con atrofia del cerebelo.  

4. Miopatía aislada. 

5. Síndrome nefrótico resistente a esteroides. 

La manifestación de estos fenotipos suele ser 

predominantemente temprana (82% < 13 años, incluyendo un 23% en 

la infancia < 12 meses). Pero también se han identificado casos en la 

adolescencia (7% entre 13-18 años) así como en la edad adulta (11% > 

18 años) (Emmanuele et al., 2012). 

La deficiencia en CoQ puede estar causada por mutaciones en 

genes involucrados directamente en su biosíntesis, denominándose en 

ese caso deficiencia primaria en CoQ. Dentro de este tipo se han 

descrito a pacientes con defectos moleculares en PDSS1 (Mollet et al., 

2007), PDSS2 (Lopez et al., 2006), COQ2 (Diomedi-Camassei et al., 

2007; Jakobs et al., 2013; Mollet et al., 2007; Quinzii et al., 2006), 

COQ6 (Heeringa et al., 2011), COQ9 (Duncan et al., 2009), COQ8 o 
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ADCK3 (Gerards et al., 2010; Horvath et al., 2012b; Liu et al., 2013; 

Mollet et al., 2008) y ADCK4 (Ashraf et al., 2013) 

También se han descrito mutaciones en genes que no están 

relacionados con la biosíntesis de ubiquinona pero que dan lugar a 

deficiencia en esta molécula, denominándose deficiencia secundaria de 

CoQ. Las mutaciones identificadas hasta el momento son las halladas 

en el gen de la apraxina (APTX) causando ataxia y apraxia oculomotora 

(Castellotti et al., 2011; Quinzii et al., 2005), el gen de la flavoproteina 

deshidrogenasa de transferencia de electrones (ETF-DH) causando 

miopatía aislada(Gempel et al., 2007) y el gen BRAF causando un 

síndrome cardiofaciocutáneo (Aeby et al., 2007).  

Además, se han descrito deficiencias en CoQ asociadas a 

mutaciones en el DNA mitocondrial (Quinzii and Hirano, 2011), 

asociadas a otras enfermedades como MELAS y fibromialgia (Garrido-

Maraver et al., 2012), así como debido a un efecto secundario del 

tratamiento con estatinas (Mugoni et al., 2013). 

5.1. MECANISMOS PATOLÓGICOS ASOCIADOS A LA 
DEFICIENCIA EN COQ: ESTUDIOS EXPERIMENTALES. 
	  

Para entender las consecuencias fisiopatológicas de la 

deficiencia en CoQ10, en la última década se han realizado algunos 

estudios en fibroblastos de pacientes con deficiencia en CoQ10. En 

primer lugar, Geromel y colbs. (Geromel et al., 2001) mostraron que 

los fibroblastos de dos hermanos con deficiencia en CoQ10 de etiología 

genética desconocida presentaban defectos leves en la respiración 

mitocondrial y en la tasa de crecimiento, pero no encontraron 

evidencias de aumento de producción de anión superóxido, 
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peroxidación lipídica o apoptosis. Algo más tarde, López-Martín y 

colbs. demostraron que los fibroblastos de los dos hermanos con 

mutación en COQ2 (Quinzii et al., 2006) presentaban un déficit 

enzimático de los complejos mitocondriales dependientes de CoQ10. La 

deficiencia de CoQ10 fue acompañada por una reducción en el ritmo de 

crecimiento celular que fue normalizado tras el tratamiento durante 24h 

con CoQ10 (10 µM) (Lopez-Martin et al., 2007). Por otro lado, en el 

laboratorio del Dr. Hirano se realizó un estudio utilizando fibroblastos 

con mutaciones descritas previamente, esto es, COQ2 (Diomedi-

Camassei et al., 2007; Quinzii et al., 2006), PDSS2 (Lopez et al., 2006) 

y COQ9 (Duncan et al., 2009). En condiciones metabólicas 

dependientes de la fosforilación oxidativa, los resultados mostraron 

claras diferencias entre mutantes, esto es, los mutantes en PDSS2 y 

COQ9, con un 10-15 % de CoQ10, mostraron una marcada reducción de 

síntesis de ATP, pero apenas signos de estrés oxidativo o alteraciones 

de los sistemas antioxidantes. Por el contrario, los mutantes en COQ2, 

con un  30-50 % de CoQ10, mostraron una reducción parcial en la 

síntesis de ATP y un aumento significativo en la producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), acompañado de oxidación de 

lípidos y proteínas y muerte celular (Quinzii et al., 2010; Quinzii et al., 

2008). La relación entre niveles de CoQ, defecto bionergético y estrés 

oxidativo se ha confirmado también a través de la inhibición 

farmacológica de la biosíntesis de CoQ con análogos de 4-HB (Quinzii, 

Plos One 2013; Duberley KE, J Inherit Metab Dis 2013) Asimismo, 

Rodríguez-Hernández y colbs. (Rodriguez-Hernandez et al., 2009) 

confirmaron que fibroblastos de pacientes con deficiencia en CoQ10 

(30%) debida a mutación en COQ2 tienen un incremento de ROS. 

Además, mostraron que en dichos fibroblastos hay una activación del 
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poro de transición mitocondrial que desencadena en apoptosis y que 

hay una inducción de los mecanismos de autofagia que actuarían como 

protección frente a la apoptosis.  

Para superar las limitaciones de los sistemas in vitro, es decir,  

la escasa información que proporcionan acerca de las especificidades 

de tejido, en 2001 se publicó por dos grupos independientes el primer 

modelo de ratón deficiente en ubiquinona debido a la ausencia del gen 

Coq7 (Levavasseur et al., 2001; Nakai et al., 2001), el cual codifica la 

proteína Coq7, una enzima que, como hemos mencionado, cataliza la 

hidroxilación de la demetoxiubiquinona (DMQ) produciendo 5-

hydroxy-UQ (Figura 3) (Stenmark et al., 2001). Desafortunadamente, 

el ratón knock-out (KO) para Coq7 fue embrionicamente letal (menos 

de 10,5 días) a causa de un fallo en la neurogénesis (Nakai et al., 2001). 

Los estudios de microscopía electrónica mostraron mitocondrias 

alargadas con lisosomas alargados que contenían restos de membranas 

mitocondriales (Nakai et al., 2001). Los estudios bioquímicos 

mostraron que la ausencia de Coq7 provocaba la acumulación de DMQ 

(Levavasseur et al., 2001; Nakai et al., 2001). Curiosamente, la 

respiración mitocondrial disminuía sólo un 40 % a pesar de la ausencia 

total de ubiquinona y la letalidad embriónica (Levavasseur et al., 2001), 

lo que sugiere que la DMQ podría poseer cierta funcionalidad en el 

transporte de electrones. Sin embargo, en levaduras la DMQ no 

muestra capacidad para funcionar como trasportador electrónico, ya sea 

en la cadena respiratoria mitocondrial o como agente antioxidante 

(Padilla et al., 2004). Por tanto, cabe pensar que otras funciones de la 

ubiquinona podrían contribuir significativamente a la patogénesis de la 

deficiencia en ubiquinona. En cualquier caso, la patogénesis 

mitocondrial de estos ratones fue confirmada por el grupo del Dr. 
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Shirasawa, mostrando que en las células embrionarias de estos ratones 

había un incremento significativo de apoptosis y una reducción en el 

potencial de membrana y en los niveles de ATP, lo cual fue 

parcialmente restaurado con el suplemento de 25 µM de CoQ10 

hidrosoluble durante 5 horas (Takahashi et al., 2008).  

Por otro lado, hace más de tres décadas una cepa de ratones 

CBA/CaH desarrolló espontáneamente una nefritis intersticial que 

desencadenaba en fallo renal y muerte a los 5-7 meses de edad (Lyon 

and Hulse, 1971). En 2004, se identificó en esta cepa una  mutación 

homocigota en Pdss2 (Peng et al., 2004). El fallo renal parece ser la 

característica clínica más importante y apreciable en estos ratones 

(Pdss2kd/kd), si bien se han detectado también defectos ultraestructurales 

de las mitocondrias de hepatocitos y cardiomiocitos, además de pérdida 

de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra (Peng et al., 2004; 

Ziegler et al., 2011). Trabajos posteriores mostraron deficiencia de 

ubiquinona en hígado y riñón, así como defectos funcionales de la 

mitocondria en dichos tejidos (Peng et al., 2008). Los mecanismos de 

este efecto, por el contrario, no se estudiaron (Fernandes et al., 1978). 

Finalmente, hay que mencionar que recientemente se han generado dos 

ratones KO condicional para Pdss2 específicos de cerebelo (Lu et al., 

2011). En un caso, el ratón murió durante el desarrollo embrionario 

mientras que en el otro desarrolló ataxia cerebelosa a los 9,5 meses. Sin 

embargo, en ningún caso se determinó los niveles de CoQ  a las 

distintas edades, lo que hace dificultosa la interpretación de los 

resultados (Lu et al., 2011). 
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5.2. TRATAMIENTO EXPERIMENTAL DE LA 
DEFICIENCIA EN COQ. 
	  

El tratamiento lógico y racional para la deficiencia en CoQ es el 

suplemento exógeno de ubiquinona-10. En este sentido, Rodríguez-

Hernández y colbs. (Rodriguez-Hernandez et al., 2009) encontraron un 

leve aumento de la actividad del complejo II+III en los fibroblastos 

deficientes en CoQ10 tras el tratamiento con 100 µM de ubiquinona-10 

durante 72 horas (Rodriguez-Hernandez et al., 2009).  En esta misma 

línea, López y colbs. encontraron que la bioenergética celular sólo se 

normalizó en tres fibroblastos deficientes en CoQ10 (con mutaciones en 

PDSS2 (Lopez et al., 2006), COQ2 (Quinzii et al., 2006) y COQ9 

(Duncan et al., 2009)) tras la administración de 5 µM de ubiquinona-10 

durante 1 semana pero no durante 24 h (Lopez et al., 2010). Por el 

contrario, el tratamiento con análogos de ubiquinona de cadena corta 

como CoQ2 e idebenona no tuvo efectos sobre la bioenergética 

mitocondrial (Lopez et al., 2010) . En consecuencia, el resultado de este 

estudio in vitro sugiere que las deficiencias primarias en CoQ10 deben 

ser tratadas con altas concentraciones de suplemento oral de 

ubiquinona-10 pero no con análogos de ubiquinona de cadena corta 

(idebenona o CoQ2). Además, la administración complementaria de 

antioxidantes de alta biodisponibilidad puede ser considerado si existe 

estrés oxidativo (Lopez et al., 2010). En cualquier caso, los resultados 

de este estudio conducen a la búsqueda de terapias alternativas que 

puedan aumentar la eficacia del tratamiento dado que el carácter 

lipofílico de la CoQ10 limita en exceso sus posibilidades terapéuticas. 

El tratamiento de ratones Pdss2kd/kd con ubiquinona-10 

hidrosoluble a dosis de 200-400 mg/kg b.w./día administrada en el agua 
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de bebida mostró un ligero descenso del contenido de albúmina en la 

orina así como del grado de nefritis (Saiki et al., 2008a), si bien hubo 

variabilidad en los resultados y los niveles de CoQ10 (y CoQ9), ya que 

no aumentaron en riñón tras el tratamiento, lo que hizo sugerir a los 

autores, sin datos aparentes, que el efecto beneficioso del tratamiento 

era por una reducción del estrés oxidativo (Saiki et al., 2008a). Por otro 

lado, el tratamiento con probucol sí aumento los niveles de CoQ9 y 

CoQ10 en riñones e hígado de ratones Pdss2kd/kd, lo que indujo una 

mejora en la nefritis  más evidente que con el suplemento exógeno con 

ubiquinona-10 (Falk et al., 2011). Sin embargo, ninguno de los estudios 

mostraron los efectos de los tratamientos sobre la supervivencia de los 

ratones Pdss2kd/kd (Falk et al., 2011; Saiki et al., 2008a). Este dato sí se 

mostró en el estudio de Fernandes y colbs., en el cual sometieron a los 

ratones Pdss2kd/kd a distintos regímenes de restricción calórica, 

obteniendo un 100% de supervivencia en ratones Pdss2kd/kd con ingesta 

8 calorías/día en dieta con 22% de proteínas (Fernandes et al., 1978). 

6. TERAPIAS EN PACIENTES DEFIENCIENTES EN COQ. 
	  

La deficiencia primaria en CoQ es una de las pocas 

enfermedades mitocondriales que dispone de una terapia con cierto 

grado de éxito. Este tratamiento es el suplemento exógeno con  

ubiquinona-10,  si bien la respuesta al tratamiento es muy variable entre 

pacientes, siendo en ciertos casos inefectiva, especialmente en aquellos 

pacientes con síntomas neurológicos 

Algunos autores han descrito que altas concentraciones de 

CoQ10 pueden parar la progresión de la encefalopatía en un paciente 

con la variante multisistémica de la enfermedad. (Rotig et al., 2000; 
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Salviati et al., 2005). En 2008 se describió otro caso con mutación en el 

gen COQ2 y que respondió de forma positiva al suplemento con 

ubiquinona-10 (Montini et al., 2008). Además, parece clara la 

importancia de una administración temprana del tratamiento basado en 

un diagnóstico rápido. De la misma forma, seis pacientes que 

presentaban miopatía pura mejoraron después del suplemento con 

ubiquinona-10 (Di Giovanni et al., 2001; Gempel et al., 2007), mientras 

que otros dos pacientes con mutaciones en el gen ETFDH mejoró solo 

con la adición de un tratamiento con riboflavina (Gempel et al., 2007). 

Por el contrario, el suplemento con ubiquinona-10 parece menos 

efectivo en algunas formas de ataxia, como las causadas por la 

mutación en el gen ADCK3. Este es el caso de un paciente descrito por 

Mollet y colbs donde la terapia no tuvo un efecto apreciable (Mollet et 

al., 2008) o el de otro paciente que solo mejoró levemente (Lagier-

Tourenne et al., 2008). De la misma forma, un paciente homocigoto 

para la mutación del gen COQ9 experimentó una disminución del 

lactato en sangre durante la terapia con ubiquinona-10 pero no frenó el 

progreso del trastorno neurológico y cardiaco, no evitando, por tanto, la 

muerte a los dos años de vida (Duncan et al., 2009). 

El motivo por el que el tratamiento fracasa en algunos casos no 

está claro. Un aspecto clave, como ya hemos mencionado, sería la 

detección temprana de la enfermedad que posibilitaría un inicio 

temprano del tratamiento. La dosis óptima y la formulación usada para 

los suplementos sería otro factor a considerar. Según las experiencias 

clínicas de los últimos años, actualmente la dosis recomendada es de 

2400 mg diarios en adultos y hasta 30 mg/kg/día administrado en 3 

dosis al día en niños (Emmanuelle et al., 2012). Otro aspecto 
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importante a tener en cuenta en la ineficiencia de la terapia es la 

absorción de la CoQ10 cuando se administra exógenamente vía oral.  

Por esta razón, algunos grupos de investigación y empresas 

farmacéuticas han trabajado para encontrar una formulación que mejore 

la absorción de la CoQ10 cuando se administra por vía oral (Bhagavan 

and Chopra, 2007). 
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La CoQ es una molécula lipofílica que se encuentra presente en 

todas las membranas celulares y que se sintetiza endógenamente en la 

mitocondria a través de una ruta compleja de la que ignoramos algunos 

pasos y en la que desconocemos las funciones de algunas proteínas 

involucradas en dicha ruta. Entre estas proteínas está Coq9, la cual 

pensamos que debería tener un papel regulatorio de acuerdo a los 

estudios realizados en levaduras.  Una vez sintetizada, la CoQ participa 

en diferentes reacciones redox fundamentales en el metabolismo 

celular.  Por ello, un déficit  en la biosíntesis de CoQ está asociado a un 

síndrome autosómico recesivo que se manifiesta con un cuadro clínico 

heterogéneo. La razón de esta variabilidad clínica no se conoce pero 

algunos factores tejido-específicos parecen ser claves, entre ellos, la 

formación y estabilidad de los supercomplejos mitocondriales cuyas 

variaciones pueden dar lugar a defectos bioenergéticos, y el grado de 

daño oxidativo y muerte celular.  

Por otro lado, es importante destacar que un alto porcentaje de 

los  tratamientos con suplemento exógeno de ubiquinona-10  en los 

pacientes con defecto molecular identificado fracasa en su propósito, 

especialmente aquellos pacientes con síntomas neurológicos. Este 

fracaso podría deberse, además de por la propia heterogeneidad clínica, 

a la baja absorción y biodisponibilidad de la ubiquinona-10 

administrada exógenamente por vía oral, lo que limita el aumento 

intramitocondrial de CoQ10, especialmente en cerebro y cerebelo por la 

dificultad extra de atravesar la barrera hematoencefálica. Por ello, es 

crítico evaluar estrategias terapéuticas que puedan aumentar la 

efectividad del tratamiento. En este sentido, la administración de 

ubiquinona-10 en estado reducido, ubiquinol-10, podría aumentar la 
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absorción y biodisponibilidad de la molécula. Asimismo, formulaciones 

hidrosolubles basadas en la adición de dextrinas podrían también 

aumentar la absorción y biodisponibilidad de la molécula.  

Para valorar estas hipótesis nos planteamos los siguientes 

objetivos: 

1.- Generar un modelo animal viable que permita estudiar la 

función de la proteína Coq9. Este modelo consistirá en un ratón Knock-

in que posee dos mutaciones puntuales en el gen Coq9 (ratón Coq9X/X), 

de manera similar a las identificadas en un paciente deficiente en CoQ.  

2.- Realizar una caracterización bioquímica, molecular, 

histopatológica y fenotípica del ratón Coq9X/X, identificando diferencias 

entre tejidos y centrando fundamentalmente el estudio en aspectos de 

bioenergética mitocondrial, estrés oxidativo y muerte celular.  

3.- Evaluar el tratamiento de formulaciones solubles en agua de 

ubiquinona-10 y ubiquinol-10.  
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1. GENERACIÓN DEL RATÓN KNOCK-IN R239X PARA 
EL GEN Coq9. 
	  

La línea de ratones knock-in para el gen COQ9 usada en este 

estudio se generó  por la empresa “InGenious Targeting Laboratory” 

(Stony Brook, NY, USA) basándose en la información descrita 

previamente de la mutación identificada en humanos.  

El gen Coq9 de ratón (GenBank Accession NP_080728) está 

compuesto por 9 exones en el cromosoma 8 y se predice que produce 

una proteína de 313 aminoácidos (UniProtKB/Swiss-Prot Q8K1Z0). En 

el humano, el gen COQ9 (GenBank Accession NP_064708) está 

compuesto por 9 exones en el cromosoma 16 y se predice que produce 

una proteína de 318 aminoácidos (UniProtKB/Swiss-Prot O75208). 

Ambas proteínas tienen un 90,9 % de identidad, incluyendo la Arginina 

en la posición 244 en humanos y 239 en ratón y poseen la secuencia 

target de importación a mitocondria.  

Debido a que la completa ausencia del gen COQ9 podría ser 

embriónicamente letal, tal y como ocurre en los ratones knock-out para 

el gen COQ7, para el presente estudio se generó un ratón knock-in con 

una mutación homóloga a la encontrada en humanos (Duncan et al., 

2009),basada en una transición C > T en la posición 730 del ADNc 

(CCDS32459.1), prediciendo un codón de parada prematuro, R244X, 

en el exón 7, truncando los 75 aminoácidos terminales de la proteína. 

Para reproducir esto en el ratón habría que introducir una transición C > 

T en la posición 715 y T > A en la posición 717 del ADNc 
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(CCDS22550.1), lo que predice un codón de parada prematuro, R239X, 

en el exón 7, truncando los 75 aminoácidos terminales de la proteína. 

Los pasos para generar los ratones fueron los siguiente:  

 

-      Clonaje y construcción del vector: esto incluye el análisis de la 

estructura del gen, el diseño de la estrategia de rastreo, diseño de la 

sonda, construcción y confirmación, aislamiento y confirmación del 

clon genómico BAC, inserción del vector y conformación de la 

mutación puntual y selección con neomicina y preparación del DNA 

para la electroporación. 

-         Electroporación de las células madres embrionarias con el vector 

y trabajo de cultivo celular para aislar los clones resistentes a 

antibiótico. 	  

-    Rastreo de los clones de células madres embrionarias para 

identificar los positivos, incluyendo la preparación del DNA de clones 

individuales y su confirmación.  

-          Microinyección de blastocitos de células madres embrionarias, 

implantación de blastocitos y nacimiento de las quimeras. 

-       Cruce de los individuos heterocigotos resultantes con ratones 

FLPe con el fin de eliminar el Neo cassete. El trasgen FLPe es 

eliminado en cruces posteriores.  

Para generar la mutación puntual se usan unos primers  (anexo 

1.1) distintos que los usados para realizar el screener (anexo 1.2). 
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2. ANIMALES Y GRUPOS EXPERIMENTALES. 
	  

Los  animales se estabularon en el servicio de experimentación 

animal del Centro de Investigación Biomédica de la Universidad de 

Granada, en zona SPF y bajo un ambiente controlado de fotoperiodo 

(un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad) y temperatura (22ºC). El  acceso  

al  agua  fue  continuo  durante  todos  los  experimentos. Los ratones 

utilizados tienen una edad comprendida entre 1-6 meses. 

Los grupos experimentales usados son los siguientes: 

• Ratones wild-type o Coq9+/+ 

• Ratones homocigotos Coq9X/X 

• Ratones homocigotos Coq9X/X + Vehículo 

• Ratones homocigotos Coq9X/X + Q10 

• Ratones homocigotos Coq9X/X + Q10H2 

 

El tratamiento consiste en la administración de vehículo, 

ubiquinona-10 o ubiquinol-10 en el agua de bebida a una dosis de 240 

mg/kg/día. El tratamiento comienza a la edad de 1 mes y finaliza a la 

edad de 3 meses con su sacrificio. Tanto la ubiquinona-10 como el 

ubiquinol-10 han sido proporcionados por Kaneka Corporation (Japón) 

como una formulación soluble en agua constituida por dextrinas, goma 

arábica y ácido ascórbico. El tratamiento en el agua de bebida se 

cambia dos veces por semana. 

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las normas 

de experimentación animal en España establecidas en el RD53/2013.	    
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3. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE COQ9 Y 
COQ10.  
	  

La determinación de los componentes lípidos fue llevada a cabo 

mediante la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, del inglés 

“high performance liquid chromatography”) acoplada a un detector 

electroquímico (HPLC-EQ) (Lopez et al., 2010).  

3.1. Extracción de las quinonas contenida en tejidos y plasma. 
	  

La extracción de las quinonas se realizó a partir de 20-40 mg de 

tejidos como cerebro, cerebelo, hígado o músculo esquelético y de 10 

mg para riñón o corazón. Todas las muestras se homogenizan en 350 µl 

de agua miliQ a 11.000 rpm con  un  homogeneizador de cristal-teflón 

(Stuart Scientific). El homogenado obtenido se sonica (Sonuplus HD-

2070) para romper las membranas mitocondriales y de él se separan: 10 

µl para determinar la concentración de proteínas (Bradford et al.) y 50 

µl que se transfieren a un eppendorf que contiene 950 µl de 1-

propanol.La mezcla resultante se agita durante 2 minutos en “vortex” y 

se centrifuga a 11300 g durante 5 minutos. Para la determinación 

cromatográfica se utilizan 200 µl del sobrenadante obtenido y se 

transfiere a un vial de HPLC para su inyección (dependiendo del tejido 

será necesario realizar una dilución adicional con 1-propanol). 

3.2. Extracción de las quinonas en mitocondrias aisladas. 
	  

De cada fracción mitocondrial, previamente extraída, se toma el 

volumen necesario para tener 100 µg de mitocondrias, se transfieren a 

un eppendorf de 1,5 ml y se resuspenden en 990 µl de H2O milliQ. 
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A continuación, las muestras se transfieren a un tubo de vidrio 

con tapeo de rosca que contiene 1 ml de SDS 0,1 M. Tras agitar 

brevemente la mezcla se añade 1 ml de etanol y 2 ml de hexano, se 

agita durante 2 minutos en “vortex” (rompiendo así las membranas 

mitocondriales) y se centrifuga a 2000 g durante 5 minutos. La fase 

superior resultante, que contiene las quinonas y el hexano, se transfiere 

a un vial de centelleo con pipetas Pasteur de vidrio (con cuidado de no 

coger nada de la fase inferior). A la fase inferior que queda en el tubo 

de vidrio se le añade 2,5 ml de hexano, se agita en “vortex” durante 1 

minuto y se vuelve a centrifugar a 2000 g durante 5 minutos. La fase 

superior resultante se transfiere al mismo vial de centelleo con pipetas 

Pasteur de vidrio sumándose a la anterior y el extracto de hexano se 

evapora con un flujo leve de Nitrógeno gas. Finalmente, se añade 150 

µl de 1-propanol al tubo de centelleo con el residuo lipídico, se mezcla 

con agitación suave y se transfiere a un vial de HPLC para su 

inyección. 

3.3. Cuantificación de los componentes quinónicos. 
	  

Los componentes lipídicos de los extractos se separan en un 

sistema HPLC Gilson equipado con una columna Symmetry® C18 3.5 

µm, 4,6x150 mm (Waters) en fase reversa y usando una fase móvil 

(anexo 2.1) a un flujo de 0.9 ml/min.  

Las quinonas se cuantifican con un detector electroquímico 

ESA Coulochem III (ECD) y una célula analítica 2010 (E1, -600 mV; 

E2, +350 mM). Las hidroquinonas presentes en las muestras se oxidan 

previamente con una célula de guarda dispuesta en modo oxidado (E 

+900 mV)  
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Las quinonas se identifican a partir de los tiempos de retención 

de los estándares individuales y realizando una curva patrón (0, 25, 100 

y 300 ng/ml). Finalmente, los resultados se integran el software del 

sistema HPLC (Titulion) y se obtienen los valores en ng CoQ/ml. 

4. Análisis de metabolitos intermediarios mediante 
cromatografía líquida acoplada a espectrómetro de masas 
(MS/MS). 
	  

Los extractos lipídicos se obtienen por el mismo procedimiento 

descrito para la cuantificación de CoQ. Las muestras se analizan 

usando un sistema de cromatografía líquida de alta calidad acoplado a 

un detector Xevo TOS de espectrómetro de masas (MS/MS) con espray 

de ionización (Waters Corportation). La columna analítica de 

separación usa es una BEH C18, 1.7µm, 2.1 x 50 mm (Waters, 

España). 

La fase móvil utilizada consiste en metanol y 5 mM de acetato 

de amonio con un flujo constante de 0.3 m/min. Las temperaturas de 

secado y nebulización aplicadas son de 150 y 300 ºC respectivamente. 

El nitrógeno se usa como gas de secado (150 l/h) y como gas de 

nebulizaciós (500 l/h), mientras que el argón se usa como gas de 

colisión (0.14 ml/min). El análisis de espectrometría de masas se 

realiza en modo de barrido de masa, restringiéndolo entre 600 y 950 

uma para mejorar la sensibilidad del análisis. 
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5. EVALUACIÓN DE LA FORMACIÓN Y/O 
ESTABILIDAD DE LOS SC POR BNGE. 
	  

5.1. Aislamiento de fracción mitocondrial de tejidos de ratón. 
	  

Tras sacrificar a los animales, se extraen rápidamente cerebro, 

cerebelo, riñón,  hígado, músculo esquelético y corazón, se lavan en 

solución salina y se homogenizan en un homogeneizador de cristal-

teflón (Stuart Scientific).  

Riñón e hígado se homogenizan (1:4 p/v) en medio de 

homogenización A (anexo 2.2) ; cerebro y cerebelo se homogenizan 

(1:5 p/v) en medio de homogenización A que además contiene 

albúmina libre de ácidos grasos al 0.2%; el corazón se homogeniza a 

(1:10 p/v) en medio de homogenización B (anexo 2.3) ; y músculo 

esquelético se homogeniza a (1:20 p/v) en medio de homogenización C 

(anexo 2.4). Todos los tejidos se homogenizan a 600 rpm, excepto 

cerebro y cerebelo que se homogenizan a 500 rpm. Todo el proceso se 

realiza en hielo para mantener una temperatura de 4ºC. 

Los homogenados obtenidos de cerebro, cerebelo, riñón, hígado 

y corazón se centrifugan a 1.000 g durante 5 minutos a 4ºC. El 

sobrenadante obtenido se centrifuga a 14.400 g durante 2 minutos a 4º 

C del que se obtiene el pellet mitocondrial.  

El homogenado resultante de músculo esquelético se centrifuga 

a 600 g durante 10 minutos a 4º C. El sobrenadante (S1) se reserva en 

hielo y el pellet se resuspende en 8 volúmenes de medio C y se 

centrifuga a 600 g durante 10 minutos a 4ºC. El sobrenadante obtenido 

(S2) se combina con el anterior (S1) y se centrifuga a 17.000 g durante 
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10 minutos a 4ºC. El pellet obtenido se resuspende en 10 volúmenes de 

medio A y se centrifuga a 7.000 g durante 10 minutos a 4ºC. El nuevo 

pellet se resuspende en 1 volumen de medio D (anexo 2.5) y se 

centrifuga a 3.000 g durante 10 minutos a 4ºC.  

Los pellets mitocondriales de todos los tejidos se resuspenden 

en 75 µl (corazón y cerebelo), 120 µl (músculo esquelético, riñón y 

cerebro) y 700 µl (hígado) de los correspondientes medios de 

homogenización. Una alícuota de cada muestra se reserva para la 

determinación de proteínas y el resto se almacenan a -80ºC para su 

posterior uso. 

5.2. Preparación del gel de “Blue Native” de primera dimensión 
(1D). 
	  

La primera dimensión se realizó utilizando geles de Acrilamida: 

Bis-acrilamida en condiciones no desnaturalizantes.  

Para subfraccionar las proteínas mitocondriales en los distintos 

complejos de la cadena respiratoria, el gel se preparó en gradiente de 

poliacrilamida del 3% al 13% (anexo 3.1) que permite una mayor 

resolución para el peso molecular de las proteínas de interés. Para ello 

se utilizó un formador de gradientes acoplado a una bomba de vacío 

(Minipuls3, Gilson) a un flujo constante de 17. 

5.3. Preparación de las muestras para Blue Native Gel 
Electroforesis. 
	  

En primer lugar, de las alícuotas obtenidas se toman el volumen 

necesario para tener 100 µg de mitocondrias y se centrifugan a 17.000 g 

durante 3 minutos a 4ºC. Los pellets mitocondriales se resuspenden en 
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un medio específico para mitocondrias (anexo 2.8) para obtener una 

concentración de mitocondrias de 10 mg/ml. A continuación las 

proteínas de membranas se solubilizan por la adición de digitonina 

(4g/g) e incuban durante 5 minutos en hielo.  

Después de centrifugar a 17.000 g durante 30 minutos a 4ºC, el 

sobrenadante se transfirió a otro tubo  al que se le añade 3 µl de tampón 

de carga (anexo 2.9), quedando las muestras preparadas para cargar en 

el gel de electroforesis. Se cargan aproximadamente 100 µg de 

proteínas por calle. 

5.4. Electroforesis desnaturalizante. 
	  

Tras cargar las muestras, se inicia la electroforesis en el sistema 

electroforético Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-rad). Para  facilitar la 

entrada de las proteínas en el gel concentrador la electroforesis se inicia 

a 90 V durante 30 min y se aumenta a 300 V durante 1:15 hora una vez 

las proteínas hayan penetrado en el gel separador. Durante todo el 

proceso el amperaje se limita a 15 mA/gel y se realiza a 4ºC.  

Para retirar el exceso de Serva Blue G, que puede interferir en pasos 

posteriores del ensayo, se cambia el Buffer Cátodo A por el Buffer 

Cátodo B, una vez el frente haya migrado las dos terceras partes del 

gel. 

Una vez acabada la electroforesis, el gel fue utilizado para su 

transferencia a membrana de PVDF e inmunodetección de las 

subunidades de los diferentes complejos y para la medida de la 

actividad NADH Deshidrogenasa en Gel o “In Gel Activity”,  



   Material y Métodos 
 

	  
	  

50	  

5.5. Transferencia e inmunodetección. 
	  

  Las  proteínas  se  transfieren  a  membranas  de  PVDF 

(Inmobilon ®-P, Milliporte) mediante el sistema Trans-Blot SD 

Transfer Cell (Bio-Rad) aplicando un voltaje constante de 100 V 

durante 1hora a 4ºC. 

Para la transferencia, se coloca el gel y la membrana, que es 

pre-tratada con metanol durante 1 min, entre dos papeles Whatman  

humedecidos  con tampón de transferencia (anexo 2.10).  

Posteriormente, las membranas se hibridaron con anticuerpos 

específicos de las proteínas de interés (anexo 4.1) y las señales se 

detectan empleando el sistema “Enzyme Chemiluminescence Plus” 

(ECL plus) (GE Healthcare). 

Las cuantificación de las bandas se realiza en un escáner Image 

Station 2000R (Kodak, Spain) y el software usado fue Kodak 1D 3.6. 

 

5.6. Ensayo de Actividad NADH Deshidrogenasa en Gel o “In 
Gel Activity”. 
	  

Para llevar a cabo la medida de la actividad del complejo I 

mitocondrial, se utiliza el protocolo previamente descrito por Nijtmans, 

y colbs.  con ligeras modificaciones (Artal-Sanz et al., 2003). 

Se trata de una técnica colorimétrica basada en la oxidación del 

NADH que conlleva a la reducción del NBT que se hace insoluble y 

precipita dejando un depósito de color violeta en el sitio catalítico del 
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complejo I, lo que permite medir la actividad relativa de la enzima 

sobre el gel. 

Los geles nativos de primera dimensión, se incuban con 

solución In gel (anexo 2.11) a temperatura ambiente y en oscuridad 

durante 1 hr. 

6. PREPARACIÓN DE MUESTRAS Y ANÁLISIS DE 
WESTERN-BLOT. 
	  

Se lleva a cabo en homogenado, fracción mitocondrial y nuclear 

de cerebro y corazón. La obtención de homogenado de ambos tejidos se 

realiza homogenizando, una vez extraído del animal, en solución de 

homogenización A (anexo 2.12) en un homogeneizador de cristal-

teflón (Stuart Scientific, mod. SS2) a 11000 rpm. Posteriormente, el 

homogenado se sonica y centrifuga a 1000 g durante 5 min a 4ºC. El 

sobrenadante resultante se usa para análisis de western blot. 

Para el aislamiento de mitocondrias de cerebro, una vez extraído 

el tejido, se en homogeniza en solución de homogenización B (anexo 

2.13) en un homogeneizador de cristal-teflón a 600 rpm. Tras obtener  

el homogenado se sonica y centrifuga a 1000 g durante 5 min a 4ºC. El 

sobrenadante se centrifuga a 17000 g durante 2 min a 4ºC. El pellet 

resultando, que contiene la fracción mitocondrial, se lava en 1.5 ml de 

solución de homogenización B en las mismas condiciones a la última 

centrifugación. Finalmente el pellet obtenido se resuspende en 100 µl 

de solución de homogenización A y se almacena a -80ºC. 

Para el aislamiento de fracción nuclear de cerebro, tras su 

extracción, se lava en solución salina y homogeniza en 0.5 ml solución 
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fosfatasa inhibidora (anexo 2.14) en un homogeneizador de teflón a 

600 rpm. El homogenado obtenido se centrifuga a 300 g durante 5 min 

a 4ºC y el pellet obtenido se resuspende en 0.25 ml de tampón isotónico 

frío (anexo 2.15). Tras incubar la mezcla durante 15 min a 4ºC se 

añaden 50 µl de IGEPAL al 10% y se centrifuga a 14000 g durante 1 

min a 4ºC. El pellet nuclear resultante se resuspende en 100 µl de 

tampón de lisis (anexo 2.16) y se incuba durante 30 min a 4ºC en 

agitación. Después de realizar un breve “vortex” se centrifuga a 14000 

g durante 10 min a 4ºC. El sobrenadante resultante constituye la 

fracción nuclear, se hacen alícuotas y se almacena a -80ºC. 

Tras cargar las muestras, 40 µg de proteínas, se inicia la 

electroforesis en geles homogéneos PhastGel™ del 12.5 usando un  

sistema electroforético PhastSystem (GE Healthcare Europe GmbH, 

España). Las proteínas se transfieren a membranas de nitrocelulosa (GE 

Healthcare Europe GmbH, España) e hibridadas con los anticuerpos de 

interés (anexo 4.1). Las señales se detectan empleando el sistema 

“Enzyme Chemiluminescence Plus” (ECL plus) (GE Healthcare).  

Las cuantificación de las bandas se realiza en un escáner Image 

Station 2000R (Kodak, Spain) y el software usado fue Kodak 1D 3.6.

  

7. MEDIDA DE LA RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL. 
	  

Para medir la respiración mitocondrial, es necesario que las 

mitocondrias estén frescas e intactas. Por ello, tras sacrificar a los 

animales, se extrae en hielo rápidamente cerebro, riñón, músculo 

esquelético y corazón.  
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Músculo esquelético y corazón se sumergen en solución de 

proteinasa K a una concentración de 1mg/ml (30 s para corazón y 60 s 

para músculo). Tras la corta incubación para disgregar las fibras 

musculares, ambos tejidos se homogenizan (proporción 1:10 p/v) en 

tampón de aislamiento (anexo 2.17) en un homogeneizador de cristal-

teflón a 800 rpm. El homogenado de cada tejido se centrifuga a 1.000 g 

durante 5 minutos a 4ºC (centrífuga Beckman Avanti™ 30, rotor de 

ángulo fijo F1010) y el sobrenadante resultante se centrifuga a 23000 g 

durante 10 min a 4ºC. El pellet mitocondrial obtenido de la 

centrifugación se resuspende en 1 mil de tampón de aislamiento y se 

vuelve a centrifugar a 13000 g durante 3 min a 4ºC. De esta 

centrifugación se obtiene el pellet crudo mitocondrial final que se 

resuspende en medio MiRO5 (anexo 2.18) El sobrenadante resultante 

se resuspende en tampón de aislamiento para determinar la 

concentración de proteínas y para el ensayo de la respiración 

mitocondrial.  

El riñón se homogeniza (proporción 1:10 p/v) en solución A de 

respiración (anexo 2.19) en un homogeneizador de cristal-teflón a 800 

rpm. El homogenado obtenido se centrifuga a 500 g durante 7 min a 

4ºC y el sobrenadante resultante se centrifuga a 7800 g durante 10 min 

a 4ºC. Entonces el pellet obtenido se resuspende en solución B (anexo 

2.20) de respiración y se reserva una alícuotas para determinación de 

proteínas. El resto de muestra se centrifuga a 6000 g durante 10 min a 

4ºC. De esta centrifugación se obtiene un pellet que se resuspende en 

solución A de respiración y se centrifuga nuevamente a 6000 g durante 

10 min a 4ºC. El pellet final crudo mitocondrial se resuspende en medio 

MiRO5. 



   Material y Métodos 
 

	  
	  

54	  

El cerebro se homogeniza (proporción 1:10 p/v) en solución C 

de respiración (anexo 2.21) en un homogeneizador de cristal-teflón a 

500 rpm. El homogenado obtenido se centrifuga a 13000 g durante 3 

min a 4ºC dando lugar a un pellet y un sobrenadante (S1) que se reserva 

en hielo. El pellet se vuelve a resuspender en 5 ml de solución A de 

respiración y se centrifuga a 13000 g durante 3 min a 4ºC. De esta 

centrifugación se obtiene el sobrenadante (S2) que se combina con el 

anterior y se centrifuga a 21200 g durante 10 min a 4ºC. El pellet 

mitocondrial de esta última centrifugación se resuspende en 0.85 ml de 

solución A de respiración que contiene 15% de Percoll. La mezcla se 

transfiere a un tubo de ultracentrífuga que contiene un gradiente de 

percoll formado por 1 ml al 40% y 1 ml al 23%. Finalmente, la mezcla 

se somete a una centrifugación de 63000 g durante 30 min a 4ºC. La 

fracción mitocondrial pura se halla entre las fracciones de 23% y 40% 

de percoll. Tras su recuperación se realiza dos lavados con solución A 

de respiración a 10300 g durante 10 min a 4ºC y el pellet resultante se 

suspende en medio MiRO5.  

El consumo de oxígeno mitocondrial es medido 

polarográficamente en un respirómetro de alta resolución usando un 

oxígrafo-2k OROBOROS. La respiración en mitocondrias aisladas 

(0.09 - 01 mg proteínas/ml en cerebro, 0.2 – 0.6 mg proteínas/ml en 

riñones; 0.01 – 0.03 mg de proteínas/ml en corazón,  0.01 – 0.03 mg 

proteínas/ml en músculo esquelético) contenidas en 2 ml de medio 

MiRO5 que previamente ha sido equilibrado en ambas cámaras a 37ºC 

saturado con aire por agitación a 750 rpm (se agita durante 30 minutos 

antes de usar). La secuencia de medidas realizadas para los distintos 

estados de respiración es el siguiente: el consumo de oxígeno en el 

estado 2 es medido en presencia de 10 mM de glutamato + 2 mM de 



   Material y Métodos 
 

	  
	  

55	  

malato (respiración a través del complejo I) o 10 mM de succinato + 

2.5 µM de rotenona (respiración a través del complejo II);  Entonces, la 

máxima respiración mitocondrial (estado 3) se estimula por la adición 

de 0.25 mM de ADP y éste se acaba en su totalidad se determina el 

estado 4 en mitocondrias de cerebro. 

En mitocondrias de riñón, corazón y músculo esquelético el 

estado 4 se mide por la adición de 3 mg/ml de oligomicina (estado 4O). 

Los valores correspondientes al estado 3 o 4 se expresan pmol de O2 /s 

x mg  proteína. El RCR (ratio de control respiratorio) es calculado 

como el ratio del estado 3 y 4.  

 

8. HISTOLOGÍA E INMUNOHISTOQUÍMICA. 
	  

Tras sacrificar los animales, se extraen el cerebro, cerebelo, 

riñón, corazón, músculo esquelético e hígado con mucho cuidado (para 

no desorganizar la estructura tisular) y se fijan en formalina seguidos de 

la inclusión en parafina en una estación confinada para ello (modelo 

EG1150H+C de Leica®). A partir de los bloques se obtuvieron 

secciones de tejido en parafina de 4 µm de grosor mediante un 

micrótomo semimotorizado (modelo RM 2145 de Leica®) y se 

procesaron para su tinción. 

Para la valoración histológica de los tejidos se realizó una 

técnica rutinaria con  Hematoxilina-eosina (H&E)  para determinar la 

presencia de lesiones histológicas. Con la técnica de tricrómico de 

Masson (TCM) se valoró el tejido conjuntivo fibroso, que constituye un 

mecanismo de respuesta a procesos  inflamatorios. La técnica de Ácido 
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Periódico de Schiff (PAS) se utiliza para ver el grosor de las 

membranas basales de los glomérulos, como indicador de lesión renal. 

Y finalmente, la técnica de Luxol fast blue (LFB), usada por su 

afinidad por los lípidos de la vaina de mielina y por tanto útil para 

detectar anomalías en el sistema nervioso. 

Para la inmunohistoquímica, se evaluaron distintos anticuerpos 

mediante la técnica de estreptavidina-biotina-peroxidasa. Los 

anticuerpos  junto con la casa comercial y referencia se detallan en el 

anexo 4.2.  

Para realizar la técnica de TUNEL se usa un kit comercial 

(ApopTagw Plus Peroxidase in situ Apoptosis Detection Kit, Code: 

S7101, Millipore)  

9. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO 
INTRAMITOCONDRIAL DE LOS NUCLEÓTIDOS 
ADENÍLICOS. 
	  

Entre los diferentes métodos que se pueden usar para medir 

moléculas de fosfato de alta energía, la cromatografía líquida de alta 

resolución muestra la ventaja de permitir la medida de todos los 

nucleótidos fosforilados en un solo experimento. 

Los niveles intramitocondriales de nucleótidos de adenina se 

determinan por HPLC con una columna de intercambio iónico ProPac 

PA1 (4.6 x 250 mm, Dionex) y un gradiente binario de carbonato 

amónico 0.3 M y agua (Pissarek y colbs., 19999). 

Los animales se sacrifican por dislocación cervical, y sus 

cuerpos son congelados inmediatamente en nitrógeno líquido para 
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evitar la rápida degradación postmorten que pueden sufrir los 

nucleótidos energéticos.  Una vez congelado el ratón se coloca en un 

placa fría donde serán extraídos todos los tejidos. De éstos se extraen 

50 mg de tejido y se homogenizan en 500 µl de ácido perclórico 0.5 M 

y se mantiene en hielo durante 10 minutos. Tras la incubación en frio, 

los homogenados se centrifugan a 25000 g durante 10 minutos a 4ºC, 

precipitando de este modo las proteínas (centrifuga Beckman Avanti 

30). Los pellets obtenidos se congelan a -80ºC para determinar la 

concentración de proteínas y cada sobrenadantes se mezcla con 4 µl de 

carbonato potásico 4 M para neutralizar el ácido, centrifugando 

seguidamente a 12000 g durante 10 minutos a 4ºC. Los sobrenadante 

obtenidos se usan para las medidas en HPLC. 

Tras estabilizar la columna con fase móvil (previamente filtrada 

a tamaño  de poro de 0.45 µm), se inyectan 20 µl de cada muestra en el 

sistema del HPLC. La composición de la fase móvil se describe en el 

anexo 2.22.  Las muestras corrieron a una tasa de flujo isocrático de 1.5 

ml/min a través de una columna de fase reversa Kromasil® C18 (5 mm; 

4.6 × 250 mm).  

Para la calibración, se usa agua como blanco y la curva estándar 

se realiza con las siguientes concentraciones de cada nucleótido (AMP, 

ADP y ATP): 15 mM, 30 mM y 60 mM cuyos tiempos de retenciones 

son 3.4, 6.9 y 11.8 minutos respectivamente. Las absorbancias de la 

curva y de las muestras son medidas con un detector ultravioleta a 254 

nm y la concentración de cada nucleótido en las muestras es calculada 

según el área de cada pico formado (Pissarek y colbs., 1999). Los 

niveles de nucleótidos de adenina se expresan en nmol/mg de proteínas. 
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10. ACTIVIDADES DE LA CTE DEPENDIENTES DE COQ.  
 

La medida de estas actividades se realiza en partículas 

submitocondriales. Para su obtención, se extrae el volumen necesario 

de muestras que contenga 100 µg proteínas y seguidamente son 

suspendidas y sonicadas en 100 µl de 0.1 M de buffer fosfato, pH 7.5.  

La medida de la actividad del complejo I+III se basa en la 

reducción del citocromo C y se mide, en presencia del buffer de 

reacción (anexo 2.23),  a 550 nm (Kirby et al., 2007).   

La actividad del complejo II+III, medida en presencia del buffer 

de reacción (anexo 2.24), se inicia con la adición de 0.1 mM citocromo 

C y la disminución de la absorbancia es medida a 550 nm (Kirby et al., 

2007). 

Los resultados se expresan, en ambas actividades, como nmol 

cyt c red/min/mg proteína. 

11. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS. 
	  

La  cantidad  de  proteína  se  determinó  mediante  el método  

de  Bradford (Bradford   1975).   Por   duplicado   medimos   cada   

muestra   en   placas   de espectrofotómetro donde se añaden 200 µl de 

reactivo de Bradford y 10 µl de muestra.   La  mezcla  se  incuba 

durante  10  minutos  a  temperatura ambiente, protegida  de  la  luz  

para  que  se  pueda  producir  la  reacción y en suave agitación.  

La medida se lleva a cabo en un espectrofotómetro de placas 

(Bio-Tek Power-Wavex  Microplate Scanning Spectrophotometer) a 

una longitud de onda de 595 nm. Previamente se realizó una recta 

patrón con concentración conocida de BSA (albúmina de suero bovino) 
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para poder estimar, por extrapolación la concentración proteica de toda 

la batería de muestras. 

 

12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
	  

Los datos son expresados como la media ± DE (desviación 

estándar) de 7 a 10 individuos por duplicado. Para comparar la media 

entre los diferentes grupos se ha usado un análisis de la t de Student, o 

una ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey, considerando 

un valor de P menor de 0.05 como estadísticamente significativo. 
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1. GENERACIÓN DEL RATÓN KNOCK-IN R239X PARA 
EL GEN Coq9. 
	  

El gen COQ9 se identificó y caracterizó como un gen requerido 

en la ruta biosintética de la CoQ en S. Cerevisae (Johnson et al., 2005). 

Años después, Duncan y colbs. (Duncan et al., 2009) identificó un 

paciente con deficiencia en CoQ10 que poseía dos mutaciones puntuales 

en el gen COQ9. A pesar de estos hallazgos, la función específica de la 

proteína Coq9 en la ruta biosintética sigue siendo desconocida.  

Para estudiar la función de la Coq9p en mamíferos, hemos 

generado un ratón mutante para el gen Coq9. La Figura 8 muestra el 

procedimiento llevado a cabo para generar la mutación R239X (c.715 

C>T and c.717>A)  en células madres embriónicas (ES), la cual es 

homóloga a la mutación detectada en humanos, es decir, el cambio 

R244X (Duncan et al., 2009) (ver detalle en material y métodos). El 

cruce de ratones heterocigotos (Coq9+/X) dio lugar a una distribución 

mendeliana normal de ratones wild-type (Coq9+/+), heterocigotos 

(Coq9+/X) y homocigotos Knock-in (Coq9X/X).  

2. LA PROTEÍNA DISFUNCIONAL Coq9, LA CUAL 
REGULA A Coq7, PRODUCE UNA DEFICIENCIA 
GENERALIZADA EN COQ. 
	  

El gen murino Coq9 (GenBank Accession NP_080728) está 

compuesto por 9 exones y está localizado en el cromosoma 8,  
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Figura 8. Generación del ratón knock-in R239X para el gen Coq9. (A) Posición de 
los primers usados para generar la mutación puntual. (B) Diana del vector para el gen 
Coq9. (C) Confirmación por PCR  de la expansión de los clones. Los clones 121, 174, 
242, 264 y 331 se seleccionan para inyección. (D) Confirmación de la integración de 
la mutación puntual y el brazo corto de homología. (E) PCR para detectar la deleción 
del NeoCassete. ND= Neo deleción. 
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codificando para una proteína de 313 aminoácidos (UniProtKB/Swiss-

Prot Q8K1Z0). Como resultado de la modificación genética, la 

predicción es que el ratón Coq9X/X  produzca una proteína truncada que 

pierde la una porción de 75 aminoácidos en el extremo C-terminal. Para 

confirmar la presencia de dicha proteína truncada en el ratón mutante, 

se realizó un estudio de inmunodetección usando un anticuerpo frente a 

la región C-terminal de la proteína Coq9. Como era de esperar, se 

detectó una proteína de aproximadamente 21 kDa en el ratón wild-type, 

pero no el mutante (Figura 9A). Desafortunadamente, el anticuerpo 

frente a la región N-terminal de la proteína Coq9 no está disponible 

comercialmente para este estudio, no pudiendo demostrar la presencia 

de la proteína truncada en el mutante.  

No obstante, si la proteína Coq9 está involucrada en la 

biosíntesis de la CoQ, una proteína disfuncional produciría una 

deficiencia  severa de este lípido. Tras separar y cuantificar los 

extractos de quinonas por HPLC, comprobamos que los ratones 

Coq9X/X muestran una reducción significativa de los niveles de CoQ9 (la 

forma mayoritaria de ubiquinona en roedores) y CoQ10 en los tejidos 

estudiados (cerebro, cerebelo, corazón, riñones, músculo esquelético e 

hígado) comparados con los ratones Coq9+/+ (Figura 9B y 10). El 

porcentaje de reducción fue ligeramente superior en riñones, corazón, 

cerebro y cerebelo, seguidos de músculo esquelético e hígado  

(Tabla1). Estos resultados confirman que la Coq9p está involucrada en 

la ruta biosintética de la CoQ. 
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Figura 9.	  Mutaciones en el gen Coq9 murino genera una proteína disfuncional y 
deficiencia en CoQ generalizada.  (A) Western blot representativo de la proteína 
Coq9 en homogenado de corazón procedentes de ratones Coq9+/+ y Coq9X/X. (B) 
Niveles de CoQ9 en homogenado de tejidos procedentes de ratones Coq9+/+ (N=10) y 
Coq9X/X  (N=10) a 1,3 y 5 meses de edad. Los datos son expresados como la media 
±DE. * P < 0.05; ** P < 0.001; ***P < 0.005 vs. Coq9+/+. 
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Curiosamente, en los cromatogramas de HPLC obtenido de los 

mutantes, además de CoQ9 y CoQ10, se observa también la presencia de 

dos picos anormales, cuyos tiempos de retención fueron de 12.5 y 17.6 

minutos, inmediatamente anterior a los picos de CoQ9 (13.5 min) y 

CoQ10 (18.8 min) (Figura 11A y 12). Unos picos similares ya habían 

sido observados con anterioridad en fibroblastos procedentes del 

paciente con mutación en el gen COQ9 (Duncan et al., 2009). Estos 

picos podrían constituir intermediarios de la ruta biosintética de la CoQ 

y, por consiguiente, identificarlos sería interesante para entender la 

función de la proteína Coq9. Por ello, se procede a su aislamiento e 

identificación de estos picos por UPLC acoplado a un espectrómetro de 

masas.  El espectro de masas del lípido con tiempo de retención de 12.5 

min mostró un pico de ión molecular [M + H] + de 765.7 que coincide 

con uno de los metabolitos de la ruta biosintética, la 

Demetoxiubiquinona 9 (DMQ9) (masa teórica [C53H80O3]= 764.61) 

(Figura 11B). Todos los tejidos analizados en el mutante muestra 

acumulación de este metabolito, siendo el ratio CoQ9/DMQ9  menor en 

riñones, corazón y músculo esquelético que en cerebro y cerebelo 

(Figura 13). 

La DMQ9 es el sustrato para la proteína Coq7, la cual cataliza su 

hidroxilación para producir 5-hidroxiubiquinona (Figura 3). 

Previamente se ha descrito que los homocigotos del ratón Knock-out 

para el gen Coq7 acumulan DMQ9 y no producen CoQ9 (Levavasseur 

et al., 2001; Nakai et al., 2001). Sin embargo, los tejidos procedentes.  
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Figura 10. Mutaciones en el gen Coq9 murino genera deficiencia de CoQ 
generalizada.  Niveles de CoQ10 en homogenado de tejidos de ratones Coq9+/+ 

(N=10) y Coq9X/X (N=10) a la edad de 1,3 y 5 meses de vida. Los datos son 
expresados como la media ±DE * P < 0.05; **P < 0.001; ***P < 0.005 vs. Coq9+/+.  
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del ratón Knock-in Coq9X/X contienen ambos metabolitos, DMQ9 y 

CoQ9. Por tanto, nuestros resultados sugieren que la proteína Coq9 

podría regular de forma directa o indirecta a la Coq7p. El siguiente 

paso fue, por tanto, cuantificar los niveles de la proteína Coq7 por 

western-blot. Los resultados mostraron que  los niveles de la proteína 

Coq7 estaban reducidos significativamente en ratones Coq9X/X en 

comparación con los Coq9+/+ (Figura 11C). Puesto que algunos 

autores han propuesto  en levaduras la existencia de un complejo 

multiproteico de síntesis de CoQ, determinamos también los niveles  de 

otras 2 proteínas biosintéticas, Coq6p y Adck3.  Sin embargo, no se 

observan cambios significativos en los niveles de Coq6p y Adck3, 

sugiriendo que la reducción de los niveles de Coq7p en los ratones 

Coq9X/X sería por un mecanismo específico de relación entre Coq9p y 

Coq7p. 

3. LOS RATONES Coq9X/X MANIFIESTAN SEÑALES 
CLÍNICAS DE ENCEFALOMIOPATÍA. 
	  

Los niveles reducidos de CoQ en diversos tejidos del ratón 

Coq9X/X  recuerda a algunos casos clínicos asociados con la deficiencia 

en CoQ en humanos (Emmanuele et al., 2012). Con objeto de 

comprender la heterogeneidad clínica asociada a la deficiencia en 

CoQ, realizamos en primer lugar una caracterización fenotípica e 

histológica de este modelo experimental. Los ratones mutantes 

homocigotos son claramente distinguibles de los ratones wild-type 

(Emmanuele et al., 2012). Los ratones homocigotos Coq9X/X tras su 

nacimiento no presentan signos de anormalidad mostrando peso, 

distribución de sexos y crecimiento normal. A partir del primer mes de  
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Tabla 1. Porcentaje residual de niveles de CoQ9 y CoQ10. Niveles residuales de 

CoQ9 y CoQ10 (%) en homogenado de tejidos de ratones Coq9X/X (N=10) respecto a 

ratones Coq9+/+ a la edad de 1,3 y 5 meses de vida. ND= No detectable. 

 

vida  los ratones mutantes experimentan una pérdida de peso y tamaño 

corporal y tisular (Figura 14A-C). Curiosamente los ratones Coq9X/X 

Tissue Age  % CoQ9 % CoQ10 

Cerebrum 
1 mo. 12.3 19.2 
3 mo. 10.8 16.5 
5 mo. 11.5 16.1 

        

Cerebellum 
1 mo. 16.3 22.2 
3 mo. 10.5 16.6 
5 mo. 10 18.8 

        

Heart 
1 mo. 14 29.7 
3 mo. 9.5 9.8 
5 mo. 8.3 12.6 

    
	   	  

Kidney 

1 mo. 9.3 15.5 
3 mo. 4.8 4 
5 mo. 4 2.5 

    
	   	  

Liver 
1 mo. 23.6 19.4 
3 mo. 37.4 38.8 
5 mo. 18.3 24 

    
	   	  

Skeletal 
muscle 

1 mo. 21.7 ND 
3 mo. 9 ND 
5 mo. 11.7 ND 
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sufren una pérdida del pelo corporal entre los días 20-22 de vida 

(Figura 14D), recuperándolo en su totalidad en el siguiente ciclo 

piloso. Este hecho ya ha sido observado con anterioridad en un modelo 

de ratón deficiente para el complejo I (Kruse et al., 2008; Leong et al., 

2012). 

El estudio de la actividad locomotora, evaluado por la capacidad 

ambulatoria de los ratones en un circuito cerrado durante 30 minutos, 

muestra que los ratones mutantes poseen una menor actividad que los 

wild-type a los 3 meses de vida.  Además, esta actividad es 

significativamente menor a la edad de 5 meses (Figura 14E). Del 

mismo modo, el número de levantamientos verticales efectuados sobre 

las piernas traseras están ligeramente disminuidos en los ratones 

Coq9X/X a la edad de 3 meses comparados con el ratón Coq9+/+,  siendo 

la disminución significativamente menor a los 5 meses de edad (Figura 

14F). 

El análisis de los niveles de metabolitos en orina, como 

albúmina, creatinina, glucosa y magnesio, no mostró diferencias entre 

ratones Coq9+/+ y Coq9X/X (Tabla 2), descartando en principio el 

fenotipo nefrótico. 

Entre los 3 y 6 meses de vida, se observa que  los ratones 

Coq9X/X desarrollan una rápida y progresiva parálisis de las 

extremidades. Este hecho sugiere la implicación del sistema nervioso 

central en la patología de la enfermedad. En dicho rango de edad (3-6 

meses) todos los mutantes comienzan a manifestar un fenotipo con 

síntomas moderados (SM) representado por pérdida de peso y ligeras 

alteraciones de la marcha. Este fenotipo, en un estadío más avanzado da  
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Figura 11.  La función de la proteína Coq9 en la ruta biosintética de la CoQ. (A) 
Cromatograma de separación y cuantificación de CoQ9 y CoQ10 en cerebro de ratones 
Coq9X/X. Identificación de dos picos anormales con tiempo de retención de 12.5 y 17.6 
minutos (B) Espectrometría de masas del pico con tiempo de retención de 12.5 min. 
(C-E) Western-blot representativo de proteínas implicadas en la biosíntesis de CoQ en 
homogenado de corazón de ratones Coq9+/+ (N=6) y Coq9X/X (N=6). (C) Niveles de 
expresión de Coq7p (15 µg y 30 µg de proteínas son corridos en gel)  y actina como 
control de carga. (D) Niveles de expresión de Coq6p y actina como control de carga. 
Los resultados se cuantifican por densitometría de bandas (panel de la derecha) y son 
expresados como la media ± DE. (E) Niveles de expresión de la proteína Adck3 y 
actina como control de carga. 



                                                                 Resultados	  
	  

 

	  
	  

73	  

lugar otro caracterizado por síntomas severos (SS) donde los mutantes 

manifiestan una rápida y severa parálisis de las extremidades (Figura 

14G). 

El fenotipo observado en los ratones Coq9X/X  determina una 

muerte prematura: los mutantes empiezan a morir a partir de los 3 

meses de edad, a los 4 meses mueren aproximadamente el 50% 

llegando al 100% de muertes alrededor de los 6 meses. En todos los 

casos, una vez el ratón presenta el fenotipo severo la muerte se produce 

como máximo 24 horas después. Estos resultados sugieren que los 

ratones Coq9X/X desarrollan la variante encefalopática asociada a la 

deficiencia en CoQ. 

 

Figura 12. Cromotograma de HPLC con detección MS/MS en modo scan entre 
600 a 950 uma. El Cromatograma muestra la acumulación de un metabolito anormal, 
identificado como la  DMQ9, en corazón de ratones Coq9X/X.  

 

Para determinar si el fenotipo observado en el ratón mutante 

tiene relación con cambios anatomopatológico, se lleva a cabo un 

análisis histopatológico en distintas secciones de tejidos:  
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- Con la tinción de hematoxilina-eosina (H&E) en cerebro de ratones 

Coq9X/X se observa una intensa vacuolización en la sustancia blanca y 

en el bulbo raquídeo, más evidente en ratones con fenotipo SS. 

Además, se observa muerte neuronal caracterizada por la presencia de 

núcleos picnóticos desplazados hacia la periferia de los cuerpos 

neuronales (Figura 15A). Estas observaciones sugieren que los 

mutantes desarrollan una degeneración espongiforme y muerte 

neuronal. 

 

 

Figura 13. Proporción CoQ9/DMQ9 en homogenado de tejidos. Se evalúa en 
diferentes tejidos procedente de ratones Coq9X/X (N=10) a los 3 meses de vida. Los 
datos son expresados como la media ±DE. 
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Figura 14. Caracterización fenotípica del ratón Coq9X/X. (A) Imagen representativa 
de la diferencia de tamaño entre los ratones Coq9+/+ y Coq9X/X (B) Peso corporal de 
machos y hembras Coq9+/+ (N=20) y Coq9X/X (N=20) a los 3 y 5 meses de vida. Los 
datos son expresados como la media ±SD ***P < 0.005 vs. machos Coq9+/+; ##P < 
0.01; ###P < 0.005 vs. hembras Coq9+/+. (C) Imagen representativa del tamaño de 
cerebro, corazón, riñones, hígado y músculo esquelético de ratones Coq9+/+ (panel de 
la izquierda) y ratones Coq9X/X (panel de la derecha) a los 3 meses de edad. (D) 
Fotografía de un mutante con pérdida de pelo corporal entre los 20-22 días de vida (E 
y F) Test “Open field” de ratones Coq9+/+ (N=16) y Coq9X/X (N=16) de  3 y 5 meses 
de vida. Distancia recorrida y número de levantamientos verticales medidos en 
intervalos de 30 min. Los datos se expresan como la media ±DE *P < 0.05; ***P < 
0.005 vs. Coq9+/+. (G) Vista lateral de un mutante que manifiesta fenotipo con 
síntomas severos representado por parálisis severa de las piernas. 
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- Con la tinción de Luxol fast blue (LFB) se observa una clara 

desmielinización e incremento de células de la glía en el puente y en el 

bulbo raquídeo de ratones Coq9X/X. Además, en las neuronas se puede 

observar una reducción en el número de cuerpos de Nissl, signo 

característico observado en otras encefalopatías. Ambas observaciones 

son más evidentes en los mutantes con SS (Figura 15A). 

- Con La tinción tricrómica de Masson (TCM) en el músculo 

esquelético de las piernas traseras (vastus lateralis)  se muestra una 

ligera pérdida de mielina de las fibras nerviosas en los ratones Coq9X/X  

(Figura 15B). Asimismo, el corazón de los ratones Coq9X/X muestra 

signos de fibrosis caracterizado por un incremento de tejido conectivo 

entre células cardíacas.  Ambas observaciones son más evidentes en los 

mutantes con SS (Figura 15B).  

- Finalmente, la tinción del ácido periódico de Schiff (PAS) no revela 

ninguna diferencia entre riñones de ratones wild-type y homocigotos 

(Figura 15B), sugiriendo nuevamente la ausencia de enfermedad renal. 

 

 3 mo. 5 mo. 
Coq9+/+ Coq9X/X Coq9+/+ Coq9X/X 

Urea 4.6 ± 6.2 5.5 ± 5.8 4.6 ± 1.9 7.1 ± 3.4 
Creatinine 25.3 ± 10.5 24.0 ± 10.0 31.0 ± 1.5 28,4 ± 5.3 
Glucose 6.4 ± 5.8 5.7 ± 2.1 13.1 ± 2.5 18.2 ± 5.1 
Magnesium 16.8 ± 2.4 23.41 ± 9.2 21.1 ± 0.2 27.0 ± 12.3 
Albumin 0.09 ± 0.01 0.08 ± 0.02 0.03 ± 0.01 0.07 ± 0.02 

Tabla 2. Niveles de metabolitos (mg/dl) en la orina. Se evalúan la concentración en 
orina de urea, creatinina, glucosa, magnesio y albúmina de ratones Coq9+/+ (N=7) y 
Coq9X/X (N=7) a los 3 y 5 meses de vida. Los datos son expresados como la media 
±DE. 
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Figura 15.  Tinción histológica de secciones de tejidos de ratones Coq9+/+, Coq9 
X/X (MS) y Coq9 X/X (SS). (A) Tinción de H&E en puente (panel superior, escala 100 
µm). Las flechas señalan vacualización en ratones con SS.  Tinción de LFB en tronco 
encefálico (panel inferior escala 500 µm).  Las flechas señalan áreas de 
desmilienización. (B) Tinción PAS no revela alteraciones histológicas (panel 
superior). Tinción TCM en músculo esquelético muestra severa desmielinización de 
fibras nerviosas (panel medio) e incremento de tejido conectivo entre células 
cardiacas en ratones Coq9X/X con SS (panel inferior). Escala 50 µm. 
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Considerando los cambios histopatológicos hallados en cerebro 

realizamos seguidamente ensayos inmunohistoquímicos en distintas 

secciones del mismo. El análisis de la proteína ácida fibrilar glial 

(GFAP) revela un incremento en el número de astrocitos en ratones 

Coq9X/X, los cuales presentan cuerpos celulares alargados, 

especialmente en puente, cerebelo y encéfalo (Figura 16A-B). La 

inmunohistoquímica realizada con el anticuerpo primario tubulina beta 

III (TUJ1) revela pérdida de dendritas de las neuronas en 

ratonesCoq9X/X, más evidente en ratones con SS (Figura 16A-B). Por 

el contrario, la inmunohistoquímica realizada usando anticuerpo frente 

a oligodendrocitos no revela ninguna diferencia entre ratones wild-type 

y homocigotos (Figura 16A), a excepción de un área de daño 

observada en el puente que no se tiñó con ninguna tinción usada. 

Por lo tanto, los resultados histopatológicos encontrados en el 

ratón Coq9X/X indican signos de una encefalomiopatía predominante 

con degeneración espongiforme, astrogliosis y muerte neuronal. 

4. LOS DEFECTOS EN LA BIOENERGÉTICA 
MITOCONDRIAL SE RELACIONAN CON EL FENOTIPO 
ENCEFALOMIOPÁTICO EN RATONES Coq9X/X. 

 

 A pesar de que los niveles de CoQ se encuentran reducidos en 

todos los tejidos, el órgano más dañado en los ratones Coq9X/X es el 

cerebro. Esto se ve reflejado también en el análisis de los niveles 

basales de ATP donde se parecía un disminución significativa de los 

niveles de ATP sólo en cerebro (Figura 17A). Esta reducción de ATP 

se debe a un defecto en la respiración mitocondrial acoplada a la  
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Figura 16. Tinción histológica e inmunohistoquímica de secciones cerebrales de 
ratones Coq9+/+, Coq9 X/X (MS) y Coq9 X/X (SS). (A) Anti-GFAP (panel superior, 
escala 200 µm). La flecha señala un área ausente de tinción en el puente de ratones 
Coq9X/X (SS). Anti-tubulina β -III (TUJ1) (panel medio, escala 200 µm).La flecha 
señala mayor pérdida dendrítica en el puente de ratones Coq9X/X (SS). Anti-
oligodendrocitos (panel inferior, escala 200 µm). (B) Anti-GFAP y LFB,TUJ1 de 
cerebelo de homocigotos (escala 200 µm). 
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fosforilación oxidativa, como lo demuestra la disminución del índice 

ATP/ADP (Figura 17B). 

Debido a que la CoQ es un componente esencial de la cadena 

respiratoria mitocondrial, la depleción de ATP en cerebro debe reflejar 

un defecto en la respiración mitocondrial. En efecto,  la respiración 

estimulada por ADP (estado 3) está reducida en cerebro de los ratones 

Coq9X/X usando sustratos para el complejo I (Tabla 3) y para el 

complejo II (succinato) (Tabla 4). Sin embargo, el estado 4 usando  

sustratos para el complejo I está incrementado (Tabla 3) mientras 

disminuye cuando se usan sustratos para el complejo II (Tabla 4). 

Estos resultados sugieren que la respiración a través del complejo I está 

parcialmente desacoplada en el cerebro de los ratones Coq9X/X. Como 

consecuencia de esto, el índice de control respiratorio (RCRs) está 

reducido significantemente en cerebro (Figura 17C). La disminución 

del RCR por glutamato+malato fue mayor (64%) que la reducción 

encontrada con succinato (36%). Este hecho sugiere que la respiración 

a través del complejo I se ve más afectada que la que cursa a través del 

complejo II en cerebro de los ratones homocigotos. 

Por otro lado, las mitocondrias de músculo esquelético y 

corazón de ratones Coq9X/X muestran una reducción global del consumo 

de oxígeno (Tabla 3 y 4), aunque no muestran cambios en el RCR 

(Figura 17C-D). En el caso del riñón, no se encontraron diferencias en 

la respiración mitocondrial a través del complejo I entre los ratones 

Coq9X/X y wild-type, mientras el estado 3  y 4 está ligeramente reducido 

a través del complejo II (Tabla 4). Aun así, no se encontraron  
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Figura 17. Evaluación de la bioenergética en tejidos y mitocondrias de ratones de 
3 meses de vida. (A) Niveles de ATP en diferentes tejidos y (B) ratio ATP/ADP de 
ratones Coq9+/+ (N=7) y Coq9X/X (N=7). Los datos son expresados como la media 
±SD *P < 0.05; ∗∗P < 0.01 vs. Coq9+/+.  (C-D) Media de la respiración mitocondrial, 
con N=5 animales por grupo, representada por el RCR usando (C) glutamato/malato 
como sustrato para el complejo I (D) succinato como sustrato para el complejo II. Los 
datos son expresados como la media ±DE *P < 0.05. (E) “BNGE” seguido de 
inmunodetección para los SC mitocondriales en ratones Coq9+/+ (N=7) y Coq9X/X 

(N=7). Las membranas se incuban con anti-NDUFA9 (panel izquierdo) y anti-Core I 
(panel derecho) para detectar complejo I y III respectivamente. El asterisco rojo 
indica los tejidos que difieren entre Coq9+/+ y Coq9X/X. Densitometría de banda 
correspondiente al ratio SC/CIII (panel inferior izquierdo). Los datos son expresados 
como la media ±DE *P < 0.005 vs. Coq9+/+. 
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diferencias en el RCR entre ratones Coq9+/+ y Coq9X/X. (Figura 17C-

D).  

En virtud de los resultados obtenidos en mitocondrias de 

cerebro, se realizó la medida de la actividad I+III para confirmar el 

defecto bioenergético y se observó que los ratones Coq9X/X tienen 

reducidos significativamente los niveles de la actividad dependiente de 

CoQ y que ésta sólo se recupera parcialmente con la adición de  

decilubiquinona. (Figura 18). Esto sugiere la presencia de un daño 

estructural que impediría la recuperación total de la actividad del CI+III 

tras la adición de decilubiquinona. En este sentido, sabemos que los 

complejos respiratorios mitocondriales se ensamblan para formar 

estructuras supramoleculares más eficientes llamados supercomplejos 

respiratorios (SC) o respirasomas, los cuales se comportan como una 

entidad fisiológica y funcional (Acin-Perez et al., 2008). Puesto que la 

CoQ está presente en algunas variantes de SC (Acin-Perez et al., 2008), 

es razonable pensar que la formación y estabilidad de estos 

supercomplejos podrían verse afectadas con una deficiencia en CoQ.  

Para saber si la base del déficit bioenergético observado se corresponde 

con alteraciones en la formación y/o estabilidad de los SC, se hace una 

valoración de estas estructuras en diversos tejidos. Para ello, se realiza 

un análisis de electroforesis en geles nativos (BNGE) e 

inmunodetección con anticuerpos frente a proteínas de los complejos 

respiratorios. Cuando las membranas se incuban con anti-NDUFA9, un 

anticuerpo frente a una subunidad del complejo I, no se observan 

diferencias en la cantidad de complejo I que forma SC entre ratones 
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 State 3 – CI (pmol/(s * mg pt)) State IV – CI (pmol/(s * mg 
pt)) 

Coq9+/+ Coq9X/X Coq9+/+ Coq9X/X 
Cerebrum 4594 ± 283 3268 ± 65 *** 328 ± 59 496 ± 73 ** 
Skeletal. M 6766 ± 1004 2375 ± 326 *** 464 ± 138 204 ± 73 * 
Kidney   811 ± 78   921 ± 76 262 ± 85 243 ± 21 
Heart 1796 ± 381 1220 ± 383 * 401 ± 56 254 ± 59 * 

	  

	  

Coq9+/+ y Coq9X/X a los 3 meses de edad (Figura 17E). A excepción de 

cerebro y cerebelo donde la cantidad de complejo I está disminuida 

(Figura 17E).  

Tabla 3. Consumo de Oxígeno mitochondrial bajo condiciones de estimulación de ADP 
(estado 3) y cuando el ADP se agota (estado 4). Se usan sustratos (glutamato+malato) para 
el complejo I mitocondrial. Los datos son expresados como la media ±DE con N= 5 
animales por grupo. P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005 versus Coq9+/+. 

 

 State 3 – CII (pmol/(s * mg 
pt)) 

State 4 – CII (pmol/(s * mg 
pt)) 

Coq9+/+ Coq9X/X Coq9+/+ Coq9X/X 
Cerebrum 7508 ± 1184 2907 ± 614 *** 2310 ± 218 1368 ± 241*** 
Skeletal. M 6265 ± 1442 3842 ± 1777 * 1676 ± 259 785 ± 448 * 
Kidney 2639 ± 974 1596 ± 471 1228 ± 46   672 ± 164 ** 
Heart 5572 ± 2428 4830 ± 1971 2649 ± 1149 1398 ± 261 * 

Tabla 4.	   Consumo de Oxígeno mitocondrial bajo condiciones de estimulación de 
ADP (estado 3) y cuando el ADP se agota (estado 4). Se usa succinato como sustrato 
para el complejo II mitocondrial. Los datos son expresados como la media ±DE con N= 5 
animales por grupo *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005 versus Coq9+/+.	  
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Figura 18. Actividad del CI+III en mitocondria de cerebro. Esta actividad se mide 
en ratones Coq9+/+ (N=5) y Coq9X/X (N=5) a los 3 meses de vida. También se mide la 
actividad añadiendo 5 µM decilubiquinona (DQ). Los datos son expresados como la 
media ±DE. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005 versus Coq9+/+. 
 

También se realizó inmunodetección del complejo III, usando 

un anticuerpo que reconoce a la subunidad Core I. En este caso, se 

observa que el cerebro y cerebelo de ratones Coq9X/X  (Figura 17E) 

presentan un aumento de los niveles de complejo III libre respecto al 

que forma SC (Figura 17E). Por lo tanto, el cerebro de los ratones 

Coq9X/X muestran una correlación directa entre el déficit de CoQ, 

aumento del complejo III libre, respiración mitocondrial y síntesis de 

ATP.  
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5. ESTRÉS OXIDATIVO EN CEREBRO DE LOS RATONES 
Coq9X/X. 

	  

Las deficiencias de los componentes de la cadena respiratoria 

mitocondrial, en algunos casos, están asociadas al incremento de la 

producción de especies reactivas del oxígeno (ROS), que pueden 

inducir un aumento de daño oxidativo. En el caso particular de la 

deficiencia en CoQ, algunos autores han descrito un incremento del 

estrés oxidativo cuando los niveles residuales de CoQ se encuentran 

entre el 30-45% en fibroblastos humanos (Quinzii et al., 2010; Quinzii 

et al., 2008; Quinzii et al., 2012) o 46-76% en líneas celulares de 

neuronas humanas (Duberley et al., 2013). 

Con el fin de conocer si el estrés oxidativo está involucrado en la 

patología del cerebro en ratones Coq9X/X, se lleva a cabo una detección 

inmunohistoquímica de 8-OHdG y MDA, dos marcadores de daño 

oxidativo, en distintas secciones cerebrales. El análisis de dichos 

marcadores revela un aumento en el número de células positivas frente 

a la 8-OHdG en los ratones Coq9X/X (Figura 19A-B), así como un 

incremento en la intensidad de la tinción en el puente (Figura 19C-F). 

En el caso del 4-HNE, no se apreciaron diferencias importantes entre 

ratones Coq9+/+ y Coq9X/X, si bien algunas neuronas del encéfalo de los 

mutantes mostraron un incremento de intensidad de este marcador 

(Figura 19G-H). 
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Figura 19. Evaluación del daño oxidativo en cerebro. (A-F) Inmunohistoquímica 
para 8-OHdG en cerebro de ratones (A, C y E) Coq9+/+ y (B, D y F) Coq9X/X a los 3 
meses de vida (escala: A y B, 1mm; C y D, 500 µm; E y F, 100 µm). (G-H) 
Inmunohistoquímica para 4-HNE de ratones (G) Coq9+/+ y (H) Coq9X/X a los 3 meses 
de vida (escala, 100 µm). 
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6. EL DEFICIT ENERGÉTICO EN LAS NEURONAS 
ACTIVA LA APOPTOSIS POR LA VÍA CASPASA-
INDEPENDIENTE. 
 

 El fallo bioenergético y aumento de daño oxidativo puede 

inducir la  muerte neuronal observada en los ratones mutantes. Para 

dilucidar las causas que sobrellevan la muerte neuronal inicialmente se 

realizó el ensayo de TUNEL, que detecta la fragmentación del DNA 

que puede ser como resultado de la apoptosis, en distintas secciones 

cerebrales. Las imágenes obtenidas de cerebros de ratones Coq9X/X con 

MS no muestran presencia de neuronas apoptóticas (Figura 12A). Sin 

embargo, en un estadío más avanzado de la enfermedad, donde los 

Coq9X/X presentan síntomas severos, se observa  la aparición de células 

apoptóticas en el puente y encéfalo (Figura 12A). A partir de este dato 

que confirma muerte neuronal, realizamos un estudio de expresión de 

una serie de factores relacionados con la apoptosis. Mediante western 

blot detectamos que los niveles de caspasa-3 y p53, ambos 

considerados factores pro-apoptóticos, están disminuidos 

significativamente en cerebro de ratones mutantes. 

 Además, se evalúa también la expresión de la proteína bcl2 

como factor anti-apoptótico, y se observa un aumento significativo de 

la misma. Estos resultados sugieren que la muerte celular no se produce 

por activación de la vía de las caspasas.  Por ello,, pasamos a evaluar 

una vía de muerte celular por apoptosis pero independiente de las 

caspasas. Para dicho fin, se mide la expresión del factor de inducción 

de apopotosis (AIF) en cerebro. La liberación de este factor localizado 

en las membranas mitocondriales y su translocación al núcleo   
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Figura 20. Marcadores apoptóticos en cerebro a los 3 meses de edad. (A) Ensayo 
de “TUNEL” en puente y encéfalo de ratones Coq9+/+, Coq9X/X (SS) y Coq9X/X (MS). 
Las flechas señalan cuerpos apoptóticos en ambas áreas cerebrales de  ratones Coq9X/X 

(SS) (escala 100 µm). (B) Análisis de la vía apoptótica mitocondrial dependiente de 
caspasas en ratones Coq9+/+ (N=7) y Coq9X/X (N=7). Los resultados se cuantifican por 
densitometría (panel derecho) y los datos se expresan como la media ±DE. ∗P < 0.05 
vs Coq9+/+. (C) Análisis de la vía apoptótica mitocondrial independiente de caspasas 
en ratones Coq9+/+(N=7) y Coq9X/X (N=7). Los resultados se cuantifican por 
densitometría (panel derecho) y los datos son expresados como la media ±DE. ∗P < 
0.05; ∗∗P < 0.01 vs Coq9+/+. 
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promueve las señales que inician la muerte celular, como la 

condensación de los cromosomas y fragmentación del DNA.  Los 

análisis por western blot revelan una disminución del factor en 

mitocondria junto con un aumento en núcleo de los ratones Coq9X/X con 

respecto a los ratones Coq9+/+. Estos resultados sugieren una 

translocación de AIF de la mitocondria al núcleo y, en consecuencia, 

una activación de la vía independiente de las caspasas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Concentración de CoQ10 en ratones Coq9X/X después de dos meses de 
tratamiento.  Los datos son expresados como la media ±DE de 7 animales por grupo. 
V= Vehículo; Q10= ubiquinona-10; Q10H2= ubiquinol-10; UND= no detectable. 

 

 

 

 

	  

Experimental group Plasma CoQ10 (µM) 

Coq9+/+ UND 

Coq9X/X + V UND 

Coq9X/X + Q10 1.4 ± 0.7 

Coq9X/X + Q10H2 2.1 ± 0.7 
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7. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON UBIQUINONA-10 
Y UBIQUINOL-10 DURANTE 2 MESES SOBRE DISTINTOS 
PARÁMETROS. 
	  

7.1. NIVELES DE CoQ10 EN SUERO Y TEJIDOS. 
	  

Tras la administración de ambos tratamientos se produce un 

incremento de los niveles de CoQ10  en plasma de ratones Coq9X/X. Los 

niveles de CoQ10 detectados en los mutantes son superiores cuando se 

administra ubiquinol-10 que cuando se administra ubiquinona-10 

(Tabla 5). El tratamiento con el vehículo no produce ningún efecto 

sobre los niveles de CoQ del plasma. En tejidos, tras la administración 

de ubiquinona-10 se observa un incremento significativo de CoQ10 sólo 

en hígado y músculo esquelético. Sin embargo, cuando se administra 

ubiquinol-10 se produce un aumento significativo generalizado, en 

cerebro, cerebelo, corazón, riñón, hígado y músculo esquelético. 

(Figura 21). El incremento de los niveles de CoQ10 después del 

tratamiento es paralelo a la disminución del índice CoQ9/CoQ10 

(Figura 22), indicando que estas terapias no afectan a los niveles de 

CoQ9. Hay que destacar también que el aumento de los niveles de 

CoQ10 es mayor en hígado y músculo esquelético seguidos de corazón, 

riñón, cerebro y cerebelo. En el caso de corazón y músculo esquelético 

los niveles alcanzados de CoQ10 en los mutantes es similar a los wild-

type, mientras que el hígado es el que más CoQ10 acumula tras el 

tratamiento con ubiquinona-10 y ubiquinol-10 (Figura 21). 
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Figura 21. Niveles de CoQ10 en homogenado de tejido de ratones Coq9X/X después 
de dos meses de tratamiento. Niveles de CoQ10 en cerebro, cerebelo, corazón, riñón, 
hígado y músculo esquelético de ratones Coq9+/+ (N=10), Coq9X/X + V (N=10), 
Coq9X/X + Q10 (N=10) y Coq9X/X + Q10H2 (N=10). Los datos son expresados como la 
media ±DE. V = vehículo; Q10 = ubiquinona-10; Q10H2 = ubiquinol-10. *P < 0.05; 
**P < 0.01; ***P <0.005 vs. Coq9+/+; #P < 0.05; ##P < 0.01 vs. Coq9X/X + V. 

 

7.2. NIVELES DE COQ Y FUNCIÓN MITOCONDRIAL DE 
RATONES Coq9X/X. 
	  

Tras dos meses de tratamiento, se observa un aumento de los 

niveles de CoQ10 mitocondrial en los ratones Coq9X/X tratados con 

ubiquinol-10, mientras el suplemento con vehículo o ubiquinona-10 no  
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Figura 22. Niveles de CoQ10 en homogenado de tejido de ratones Coq9X/X después 
de dos meses de tratamiento. Ratio CoQ9/CoQ10 de cerebro, cerebelo, corazón, 
riñón, hígado y músculo esquelético de ratones Coq9+/+ (N=10), Coq9X/X + V (N=10), 
Coq9X/X + Q10 (N=10) y Coq9X/X + Q10H2 (N=10). Los datos son expresados como la 
media ±DE. V = vehículo; Q10 = ubiquinona-10; Q10H2 = ubiquinol-10. *P < 0.05; 
**P < 0.01; ***P < 0.005 vs. Coq9+/+; #P < 0.05; ##P < 0.01; ###P < 0.01  vs. 
Coq9X/X + V. 

 

tiene efecto (Figura 23A). El tratamiento con ubiquinol-10 también 

incrementa el pool total de CoQ mitocondrial (CoQ9+CoQ10) (Figura 

23B) disminuyendo el índice CoQ9/CoQ10 (Figura 23C). 
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7.3. ACTIVIDAD DE LA CADENA RESPIRATORIA 
MITOCONDRIAL Y SUPERCOMPLEJOS EN CEREBRO DE 
RATONES Coq9X/X. 

 

El incremento de los niveles de CoQ10 en mitocondrias de cerebro de 

ratones Coq9X/X tras el tratamiento con ubiquinol-10 induce un 

incremento significativo de la actividad CI+III (Figura 23D) y la 

normalización de la actividad del CII+III (Figura 23E). Por el 

contrario, la administración de vehículo o ubiquinona-10 no produce 

ningún cambio en las actividades respiratorias dependientes de CoQ 

(Figura 23D-E). 

El incremento de dichas actividades tras el tratamiento con 

ubiquinol-10 no se debe al aumento de la formación de SC I/III debido 

a que el índice I/III / CIII libre permanece reducido en todos los 

homocigotos tratados, ya sea con vehículo, ubiquinona-10 o ubiquinol-

10,  con respecto al wild-type (Figura 24A-C). Asimismo, el índice SC 

I/III / CI libre (Figura 25A) y la actividad en gel del CI fue similar en 

todos los grupos experimentales (Figura 25B). 

7.4. CUADRO HISTOPATOLÓGICO Y DAÑO OXIDATIVO 
EN CEREBRO DE Coq9X/X . 

	  

Los ratones Coq9X/X muestran vacualización de la sustancia 

blanca, astrogliosis reactiva severa, reducción de las dendritas 

neuronales e incremento del daño oxidativo al DNA, especialmente en 

el diencéfalo y tronco encefálico. El tratamiento con vehículo en los 

ratones Coq9X/X no produjo ningún cambio a nivel histopatológico ya 

que seguían presentando vacualización de la sustancia blanca ( 
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Figura 23. Niveles mitocondriales de CoQ y actividad de la cadena respiratoria 
dependiente de CoQ en cerebro de ratones Coq9X/X después de dos meses de 
tratamiento. (A) niveles de CoQ10, (B) niveles de CoQ9+CoQ10 y (C) ratio 
CoQ9/CoQ10  de ratones Coq9+/+ (N=7), Coq9X/X + V (N=7), Coq9X/X + Q10 (N=7) y 
Coq9X/X + Q10H2 (N=7). (D) Actividad mitocondrial de los complejos I+III y (E) 
actividad mitocondrial de los complejos II+III. Los datos son expresados como la 
media ±DE. V = vehículo; Q10 = ubiquinona-10; Q10H2 = ubiquinol-10. *P < 0.05; 
**P < 0.01; ***P < 0.005 vs. Coq9+/+; #P < 0.05; ##P < 0.01 vs. Coq9X/X + V. 
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Figura 24. Estudio del ensamblaje y/o estabilidad de los complejos de la cadena 
respiratoria mitocondrial en cerebro de ratones Coq9X/X después de dos meses de 
tratamiento. “Blue-native” gel electrophoresis (BNGE) e inmunodetección del CIII 
asociado a SC mitocondrial en ratones de 3 meses (A) Coq9+/+ (N=7) y Coq9X/X 
(N=7); (B) Coq9X/X + V (N=7), Coq9X/X + Q10 (N=7) y Coq9X/X + Q10H2 (N=7). Anti-
Core I para detectar el complejo III y anti-VDAC1 como control de fracción 
mitocondrial. (C) Densitometría del ratio SC/CIII libre tomando como el 100% los 
valores del ratón Coq9+/+. Los datos son expresados como la media ±DE. V = 
vehículo; Q10 = ubiquinona-10; Q10H2 = ubiquinol-10. *P < 0.05; **P < 0.01 vs. 
Coq9+/+. 

 

Figura 26C-D), proliferación de astrocitos en diencéfalo (Figura 26K-

L), así como incremento de oxidación al DNA tanto en diencéfalo 

como en septo-estriado (Figura 27C, D, K, L) comparados con el ratón 

Coq9+/+ (Figura 26A, B, I, J; Figura 27A, B, I, J ). El tratamiento con  
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Figura 25. Estudio del ensamblaje y/o estabilidad de los complejos de la cadena 
respiratoria mitocondrial en cerebro de ratones Coq9X/X después de dos meses de 
tratamiento. “Blue-native” gel electrophoresis (BNGE) e inmunodetección del CI 
asociado a SC mitocondrial en ratones de 3 meses (A) Coq9+/+ (N=7), Coq9X/X (N=7), 
Coq9X/X + V (N=7), Coq9X/X + Q10 (N=7) y Coq9X/X + Q10H2 (N=7). Anti-Nudfa9 para 
detectar el CI y anti-VDAC1 como control de fracción mitocondrial. Densitometría 
del ratio SC/CI libre tomando como el 100% los valores del ratón Coq9+/+ (B) 
Actividad en gel del CI en ratones Coq9+/+ (N=7), Coq9X/X (N=7), Coq9X/X + V 
(N=7), Coq9X/X + Q10 (N=7) y Coq9X/X + Q10H2 (N=7). Densitometría de la actividad 
del CI (SC + CI libre) normalizada por la densitometría correspondiente al CV y 
tomando como el 100% los valores del ratón Coq9+/+. Los datos son expresados como 
la media ±DE. V = vehículo; Q10 = ubiquinona-10; Q10H2 = ubiquinol-10. *P < 0.05; 
**P < 0.01 vs. Coq9+/+. 
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ubiquinona-10 no reduce ni la vacualización (Figura 26E-F) ni la 

astrogliosis (Figura 26M-N) en diencéfalo, mientras que la 

inmunoreactividad frente a 8-OHdG estuvo ligeramente disminuida en 

diencéfalo (Figura 27E-F) y en septo-estriado (Figura 27M-N). Por el 

contrario, el tratamiento con ubiquinol-10 redujo la vacualización 

(Figura 26G-H), y astrogliosis (Figura 26O-P) en diencéfalo así como 

el daño oxidativo al DNA en diencéfalo (Figura 27G-H)  y septo 

estriado (Figura 27O-P). En tronco encéfalico, sin embargo, no se 

apreciaron diferencias entre el tratamiento con ubiquinona-10 y 

ubiquinol-10 reduciéndose en ambos casos la astrogliosis y la 

oxidación al ADN y aumentando la inmunoreactividad neuronal 

(Figura 28-29).  

La histología realizada en riñón, músculo esquelético y corazón 

es similar en todos los grupos experimentales (Figura 30). 

8. PESO CORPORAL. 
	  

Los ratones Coq9X/X manifiestan una disminución del peso 

corporal entre 1-5 meses de vida.  El suplemento oral con vehículo no 

induce cambios en el peso de los mutantes. Por el contrario, tras la 

administración del tratamiento durante 2 meses con ubiquinona-10 y 

ubiquinol-10 se observa un aumento en el peso tanto de machos 

(Figura 31A) como de hembras (Figura 31B) Coq9X/X. Aun así, el 

incremento del peso es mayor con ubiquinol-10 que con ubiquinona-10 

en ambos sexos (Figura 31A-B). 
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Figura 26. Cambios estructurales y distribución de astrocitos en diencéfalo 
después de dos meses de tratamiento. (A-H)  Hematoxilina-eosina (H&E) de 
ratones (A-B) Coq9+/+ (N=3) (C-D) Coq9X/X + V (N=3), (E-F) Coq9X/X + Q10 (N=3) y 
(G-H) Coq9X/X + Q10H2 (N=3). (I-P) Inmunohistoquímica para GFAP de ratones (I-J) 
Coq9+/+ (N=3)  (K-L) Coq9X/X + V (N=3), (M-N) Coq9X/X + Q10 (N=3) y (O-P) 
Coq9X/X + Q10H2 (N=3). V = vehículo; Q10 = ubiquinona-10; Q10H2 = ubiquinol-10. 
(A, C, E y G) y (I, K, M, O), escala, 500 µm; (B, D, F y H) y (J, L, N y P), escala, 
100 µm. 
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Figura 27 . Inmunohistoquímica para 8-OHdG después de dos meses de 
tratamiento. (A-H) en diencéfalo y (I-P) en septo-estriado de ratones (A, B, I, J) 
Coq9+/+ (N=3) (C, D, K, L) Coq9X/X + V (N=3), (E, F, M, N) Coq9X/X + Q10 (N=3) y 
(G, H, O, P) Coq9X/X + Q10H2 (N=3). V = vehículo; Q10 = ubiquinona-10; Q10H2 = 
ubiquinol-10. (A, C, E, G), escala, 1 mm; (I, K, M, O), escala, 500 µm; (B, D, F, H) 
y (J, L, N, P), escala, 200 µm. 
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Figura 28. Cambios estructurales y distribución de astrocitos en tronco 
encefálico después de dos meses de tratamiento. (A-H) Inmunohistoquímica para 
GFAP de ratones (A-B) Coq9+/+ (N=3), (C-D) Coq9X/X + V (N=3), (E-F) Coq9X/X + 
Q10 (N=3) y (G-H) Coq9X/X + Q10H2 (N=3). (I-P) Tubulina β-III (TUJ1 de ratones (I-
J) Coq9+/+ (N=3), (K-L) Coq9X/X + V (N=3), (M-N) Coq9X/X + Q10 (N=3) and (O-P) 
Coq9X/X + Q10H2 (N=3). V = vehículo; Q10 = ubiquinona-10; Q10H2 = ubiquinol-10. 
(A-G), escala, 500 µm; (I-O), escala, 200 µm; (B-H) y (J-P), escala, 100 µm. 
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Figura 29. Inmunohistoquímica para marcadores de estrés oxidativo en tronco 
encefálico después de dos meses de tratamiento. 8-OHdG de ratones (A-B) Coq9+/+ 
(N=3), (C-D) Coq9X/X + V (N=3), (E-F) Coq9X/X + Q10 (N=3) y (G-H) Coq9X/X + 
Q10H2 (N=3). V = vehicle; Q10 = ubiquinona-10; Q10H2 = ubiquinol-10. (A-G), escala, 
200 µm; (B-H), escala, 100 µm. 
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Figura 30. Cambios estructurales evaluados por tinción de hematoxilina-eosina 
(H&E) en diferentes tejidos después de dos meses de tratamiento. (A-D) riñones, 
(E-H) músculo esquelético y (I-L) corazón de ratones (A, E, I) Coq9+/+, (B, F, J) 
Coq9X/X + V (N=3), (C, G, K) Coq9X/X + Q10 (N=3) and (D, H, L) Coq9X/X + Q10H2 
(N=3). V = vehículo; Q10 = ubiquinona-10; Q10H2 = ubiquinol-10. (A-D), escala, 100 
µm; (E-L), escala, 200 µm. 
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Figura 31. Evolución del peso corporal tras dos meses de tratamiento. (A) 
Machos y (B) hembras de los grupos experimentales Coq9+/+ (N=10), Coq9X/X + V 
(N=10), Coq9X/X + Q10 (N=10) and Coq9X/X + Q10H2 (N=10). V = vehículo; Q10 = 
ubiquinona-10; Q10H2 = ubiquinol-10. 
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1. LA PROTEÍNA Coq9 CAUSA ENCEFALOMIOPATÍA 
ASOCIADA A LA DEFICIENCIA EN CoQ. 
CARACTERIZACIÓN DE UN NUEVO MODELO ANIMAL.  

 

Desde los primeros  hallazgos en humanos de mutaciones que 

originan deficiencia en CoQ a la actualidad, ha surgido un creciente 

interés por identificar los diferentes pasos de su ruta biosintética, su 

regulación, así como los mecanismos patogénicos asociados a su 

deficiencia de este componente lipídico.  

En humanos, la deficiencia en CoQ se ha descrito como un 

desorden autosómico recesivo que se caracteriza por presentar un 

cuadro clínico heterogéneo. Las causas de esta heterogeneidad clínica 

se conocen escasamente y las hipótesis planteadas se han generado a 

partir de algunos estudios  en modelos celulares (Duberley et al., 2013; 

Geromel et al., 2001; Quinzii et al., 2006; Quinzii et al., 2013; Quinzii 

et al., 2010; Quinzii et al., 2008) poca información in vivo debido a la 

ausencia de modelos animales que recapitulen los diferentes fenotipos 

clínicos. En este estudio, hemos generado y caracterizado el primer 

modelo animal que muestra signos bioquímicos, moleculares, 

histológicos y fenotípicos que se asemejan a la encefalomiopatía 

mitocondrial asociada a la deficiencia de CoQ. El modelo generado es 

un ratón Knock-in para el gen Coq9 que contiene dos mutaciones 

puntuales de manera similar a las encontradas en el paciente descrito 

por Rahmna y colbs. (Duncan et al., 2009) y al que denominamos 

Coq9X/X. 
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La biosíntesis de la CoQ es un proceso complejo que se conoce 

en parte gracias a los estudios realizados en bacterias y levaduras. En la 

actualidad, aunque se conoce la función de muchas de las proteínas 

involucradas en la ruta biosintética, aún permanece con función 

desconocida alguna de ellas, entre las se encuentra la Coq9p. La 

participación de la proteína Coq9 en la biosíntesis de la CoQ fue 

inicialmente descrita en mutantes de levaduras para el gen Coq9, los 

cuales no producían CoQ6 (Johnson et al., 2005). Además, el mutante 

puntual para el gen Coq9 de levaduras que sobreexpresa adck3 

(coq8/Cabc1) en un plásmido multicopia posee una biosíntesis parcial 

de CoQ6 y acumulan DMQ6 (Johnson et al., 2005; Xie et al., 2012). Los 

ratones Coq9X/X tienen niveles constitutivos de Adck3 y muestran, de 

forma similar al mutante puntual para el gen Coq9 en levaduras, niveles 

reducidos de Coq9p y acumulación de DMQ9 (Johnson et al., 2005; Xie 

et al., 2012).  La DMQ9 es el sustrato para la reacción que cataliza la 

Coq7p. Teniendo en cuenta esto, pensamos que Coq7p  puede requerir 

a la Coq9p para realizar su función normal. Los niveles reducidos de 

Coq7p junto con los niveles normales de Coq6p y Adck3, otras 

enzimas en la ruta biosintética de CoQ, confirmaría esta premisa. En 

este sentido, las predicciones bioinformáticas (Kihara Bioinformatics 

Laboratory, IN, USA)  nos dan una probabilidad alta de que Coq9 

pueda funcionar como una proteína ligadora de metal/ión/catión. Puesto 

que, Coq7p es una proteína perteneciente a la familia de las 

carboxilasas con un centro catalítico di-férrico (Stenmark et al., 2001), 

cabe pensar que, al igual que otras proteínas de esta naturaleza,  Coq9p 

podría ser importante para la conformación de los grupos férricos en el 

centro catalítico. Por ello, la presencia de una Coq9p truncada origina 
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una reducción de los niveles de Coq7p, pero no de otras proteínas que 

intervienen en la ruta biosintética de la CoQ, y esta reducción se 

traduce en menor uso de la DMQ9, que se acumula, y menor formación 

de CoQ.  En este sentido pensamos que la Coq9p podría desempeñar un 

papel importante en la modulación de la conformación de este centro 

catalítico. Además, estudios recientes donde co-localizan la Coq7p y 

Coq9p en podocitos de ratas avalan la idea de que ambas proteínas 

podrían interaccionar entre sí (Heeringa et al., 2011). 

 Una vez se producen las moléculas de CoQ, éstas juegan un 

papel crucial en el sistema OXPHOS transfiriendo electrones desde el 

complejo I y II hacia el complejo III (Genova and Lenaz, 2011; Lenaz 

and Genova, 2007). El sistema OXPHOS está organizado en 

asociaciones supramoleculares eficientes o SC, donde parece que la 

CoQ tiene especial importancia por constituir parte de un tipo de SC 

denominado respirasoma verdadero (Acin-Perez et al., 2008). Acín-

Pérez y colbs. observaron  este tipo de asociación y además 

demostraron in vivo que el complejo I, casi en su totalidad, se encuentra 

formando asociaciones físicas con el complejo III. La importancia de 

esta asociación es tal que la eliminación del complejo III 

desestabilizaría al complejo I promoviendo su degradación. 

Curiosamente este fenómeno no es recíproco ya que la eliminación del 

complejo I no desestabilizaría al complejo III, pero modificaría su 

distribución en la membrana mitocondrial entre su forma libre o 

asociada a  SC (Acin-Perez et al., 2004). Teniendo en cuenta estas 

observaciones previas, nuestro objetivo fue evaluar las consecuencias 

de un déficit de CoQ sobre el sistema OXPHOS.  Para dicho fin, 

evaluamos la distribución de los complejos respiratorios así como su 
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asociación en SC en nuestro modelo animal deficiente en CoQ.  Los 

ratones Coq9X/X, que presentan una amplia deficiencia de CoQ en 

diferentes tejidos, mostraron un incremento del complejo III libre. De 

todos los tejidos evaluados y con déficit en CoQ tan solo observamos 

estos resultados en cerebro.  Por otro lado, la medida de la actividad del 

complejo I+III, nos mostró una reducción de dicha actividad en el 

cerebro de los ratones mutantes. Curiosamente,  la actividad se 

restauraba sólo parcialmente al añadir decilubiquinona, lo que podría 

explicarse con ese problema estructural en la formación o estabilidad 

del supercomplejo.  Estos resultados fueron en paralelo a una reducción 

en la respiración mitocondrial  y de los niveles de ATP en cerebro. Por 

el contrario, no se observan alteraciones en el resto de tejidos ni 

diferencias en los ratios mitocondriales  I/III entre ratones Coq9+/+ y 

Coq9X/X, manifestando un adecuado acoplamiento de la respiración 

mitocondrial y niveles de ATP normales. Por lo tanto, nuestros estudios 

sugieren que la reducción en la formación de SC es un evento crítico 

que reduce la síntesis de ATP. No esté claro, sin embargo, el motivo 

por el que el cerebro es el único tejido afectado, pero una posible 

explicación nos la daría las diferencias en tipos de proteínas que poseen 

las mitocondrias de distintos tejidos (con una variabilidad aproximada 

del 40%), lo que sugiere la existencia de diferencias en la organización 

y funcionamiento de las mitocondrias de diferentes tejidos (Mootha et 

al., 2003). Otra posibilidad es el papel específico de Coq7p sobre la 

distribución de CoQ en cada tejido. En este sentido, se ha observado en 

ratones Mclk-1+/- (Coq7+/-), otro modelo de ratón deficiente en CoQ, 

que la distribución submitocondrial de la ubiquinona, referida a la 

proporción entre la membrana interna y externa mitocondrial, afecta a 
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la respiración (Lapointe et al., 2012). Por otro lado, la acumulación de 

DMQ9 en los distintos tejidos de los ratones Coq9X/X no parece ser un 

factor crítico del daño bioenergético observado en el cerebro debido a 

que tanto cerebro como cerebelo muestran índices CoQ9/DMQ9
  

superiores a otros tejidos. Además, sabemos que la DMQ9 no es 

funcional para la respiración  mitocondrial (Lenaz et al., 1968) y por 

ello los ratones que acumulan DMQ9 y no producen CoQ son letales 

durante el desarrollo embrionario (Levavasseur et al., 2001; Nakai et 

al., 2001). Además, la acumulación de DMQ9 no parece producir 

efectos deletéreos sobre la CTE ya que los mutantes para el gen Coq9 y 

Coq7 de levaduras no son funcionalmente distinguibles de otros 

mutantes deficientes en CoQ (Tran and Clarke, 2007). Todos estos 

resultados ponen de manifiesto la necesidad de realizar un estudio 

exhaustivo que clarifique si la pérdida de SC en cerebro es un 

fenómeno exclusivamente molecular o dependiente de los niveles de 

CoQ. 

 Una de las  consecuencias de la depleción energética observada 

en cerebro es un incremento de la apoptosis neuronal. Probablemente 

este hecho sea resultado de la translocación de AIF desde la 

mitocondria al núcleo, una ruta de muerte celular independiente de la 

vía de las caspasas. La ruta dependiente de AIF parece ser 

particularmente importante en la inducción de la apoptosis en neuronas 

(Seiler et al., 2008; Susin et al., 1999). Un estudio reciente muestra que 

la muerte celular inducida como consecuencia de la ausencia de la 

glutatión peroxidasa mitocondrial (GPx4), fue mediada a través de la 

translocación de este factor al núcleo (Seiler et al., 2008). El mismo 

estudio también muestra que la caspasa 3 no estaba activada en las 
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células GPx4-/- y la sobreexpresión de Bcl2 no prevenía de la muerte 

celular por apoptosis (Seiler et al., 2008). Estos resultados se asemejan 

a los encontrados en el cerebro de los ratones Coq9X/X.  

Otra cuestión importante es si la depleción energética es la 

única causa de la muerte celular por la vía independiente de las 

caspasas. En este sentido, Takahashi y colbs. (Takahashi et al., 2008) 

sugirieron que fallo bioenergético es el causante del incremento de 

apoptosis en embriones de ratones Knock-out para Coq7 . Sin embargo, 

otros estudios apuntan que también pueden contribuir otros factores 

como es el caso de estrés oxidativo. En este sentido, la muerte celular 

en fibroblastos deficientes en CoQ está asociada con una combinación 

de aumento de estrés oxidativo y disminución de la síntesis de ATP 

(Lopez et al., 2010; Quinzii et al., 2010). Igualmente,  se ha observado 

la combinación de estos dos factores en neuronas corticales (Lang-

Rollin et al., 2003). No obstante, hay que tener cuenta  que el 

mecanismo para inducir la apoptosis puede ser diferente dependiendo 

del tipo celular o tejido. En vista de los acontecimientos observados  

podemos pensar que una situación similar se podría estar produciendo 

en el cerebro de los ratones Coq9X/X, donde observamos un incremento 

en la 8-OHdG y acumulación de 4-HNE en algunas neuronas, a la vez 

que un déficit bioenergético. Por tanto, estos resultados, junto con los 

observados en riñón de ratones mutantes Pdss2, sugieren que el estrés 

oxidativo está involucrado en la patología de la deficiencia en CoQ in 

vivo (Falk et al., 2011; Quinzii et al., 2013). Futuros estudios con un 

evaluación exhaustiva de la generación de ROS, daño oxidativo y 

defensas antioxidantes en los ratones Coq9X/X podrían ser de utilidad. 
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Finalmente, para obtener una visión global de los mecanismos 

patogénicos en cada uno de los tejidos, realizamos una evaluación 

histopatológica de los ratones Coq9X/X. Las imágenes obtenidas de 

cerebro muestran una pérdida de dendritas y muerte neuronal, 

desmielinización en  sustancia blanca y puente. Asimismo, en el 

músculo esquelético de las piernas traseras observamos una pérdida de 

fibras y el corazón exhibe signos de fibrosis. La muerte neuronal 

también indujo astrogliosis reactiva, un proceso que pueden poseer un 

efecto beneficioso en una fase inicial; sin embargo, cuando la respuesta 

progresa en el tiempo, la astrogliosis reactiva puede ser deletérea 

(Sofroniew, 2009). Esta fase tardía de la astrogliosis reactiva puede ser 

identificada por la típica formación de cicatrices, algo que es 

claramente aparente en el cerebro de los ratones Coq9X/X con SS. 

Los mecanismos patológicos específicos de tejidos descritos en 

el ratón Coq9X/X abre nuevas posibilidades de interpretación de la  

función y organización mitocondrial. Además, algunos de estos 

mecanismos son común a otras encefalomiopatías mitocondriales así 

como a otros desórdenes neurodegenerativos y neuromusculares. Estas 

coincidencias confirmarían la similitud y requerimientos 

mitocondriales entre mitocondrias del mismo tejido. 

 

2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON UBIQUINONA-10 
Y UBIQUINOL-10 SOBRE LA ENCEFALOPATÍA 
MITOCONDRIAL ASOCIADA A DEFICIENCIA EN CoQ. 
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El modelo de ratón generado no sólo supone un buen modelo 

experimental para probar terapias que combatan la deficiencia en CoQ, 

sino también para otras enfermedades relacionadas con la mitocondria. 

Unas de las terapias actualmente usadas, ya sea por sus efectos 

antioxidantes o paliativos en la CTE, es la ubiquinona-10 como 

suplemento oral. Este tratamiento ha mostrado resultados 

contradictorios en diversas enfermedades, tanto en el caso de las 

deficiencias primaria o secundaria en CoQ10, como desórdenes 

mitocondriales y neurológicos, entre los que encontramos la  

enfermedad de Parkinson, Alzheimer, esclerosis lateral amiotrófica y 

enfermedad de Huntington (Dumont et al., 2011; Emmanuele et al., 

2012; Kaufmann et al., 2009; Littarru et al., 2011; Parikh et al., 2009). 

La controversia en los resultados observados puede deberse a la baja 

absorción y biodisponibilidad de esta molécula (Bentinger et al., 2003; 

Emmanuele et al., 2012; Lopez et al., 2010). La ubiquinona-10 que se 

usa normalmente, es un producto en polvo que es insoluble en agua, 

mientras que presenta solubilidad parcial en lípidos y soluciones 

orgánicas y, como consecuencia de ello, su absorción en los tejidos es 

limitada. Además, uno de los grandes problemas que supone su uso 

terapéutico es la baja captación en el cerebro debido a su incapacidad 

por atravesar la barrera hematoencefálica, lo que se suma a su 

limitación para alcanzar la membrana interna mitocondrial (Bentinger 

et al., 2003; Lopez et al., 2010). Para intentar incrementar la absorción 

de la ubiquinona-10, se han diseñado diferentes formulaciones que 

actualmente están disponibles en el mercado. Estas formulaciones 

incluyen tabletas de comprimidos en polvos, pastillas masticables,	  

capsulas duras, capsulas blandas conteniendo una suspensión oleosa y 
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soluciones solubles (Bhagavan and Chopra, 2007). Recientemente, se 

ha diseñado una nueva fórmula basada en la habilidad de las dextrinas 

para incrementar la solubilidad de este lípido en agua sin producir 

efectos tóxicos para el organismo (Prosek et al., 2008). En nuestro 

estudio hemos usado  la formulación de ubiquinona-10 soluble en agua  

a una dosis de 240 mg/kg/día, el cual es equivalente a 30 mg/kg/día en 

humanos (Montini et al., 2008; Salviati et al., 2012). El elección de esta 

dosis se hace de acuerdo a la relación del área y superficie corporal 

(Reagan-Shaw et al., 2008) y su administración durante dos meses en el 

agua de bebida es capaz de incrementar los niveles de CoQ10 en plasma 

de ratones Coq9X/X. Sin embargo, los niveles de CoQ10 en plasma de 

ratones Coq9X/X tratados con ubiquinona-10 o ubiquinol-10 son, en 

general, más bajos que los niveles de CoQ10 en plasma obtenido en 

humanos después del suplemento con diferentes formas de CoQ. Estas 

diferencias pueden deberse a: (i) la CoQ10 es la forma mayoritaria de 

CoQ en humanos pero no en roedores y, por lo tanto, podría absorberse 

mejor en humanos; (ii) en humanos, la concentración más alta de 

CoQ10 encontrada en plasma se alcanza después de 6-12 horas de 

recibir una única dosis (Miles, 2007). Por ello, si las muestras de sangre 

fueron obtenidas en este periodo de tiempo, la concentración de CoQ10 

deberían ser las máximas. En nuestro modelo experimental, sin 

embargo, la ubiquinona-10 o el ubiquinol-10 son administrados 

crónicamente en el agua de bebida, no en una única dosis. Además, los 

roedores son animales nocturnos y beben más agua en este periodo del 

día que se corresponde con el de mayor actividad. Debido a que la 

sangre es extraída en período diurno, la concentración de CoQ10 en 

plasma no refleja la máxima concentración de CoQ10.  
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En cualquier caso, el incremento de la concentración de CoQ10 

en plasma de ratones Coq9X/X tratados con ambos tratamientos, se 

refleja en un incremento de los niveles de CoQ10 en tejidos. Cerebro y 

cerebelo son los tejidos más desfavorecidos en este sentido debido a la 

dificultad de atravesar la barrera hematoencefálica. Por el contrario, el 

hígado es el tejido que mayor incremento de los niveles de CoQ10 

experimenta y esto puede explicarse por su mecanismo de absorción en 

el sistema gastrointestinal. Después del vaciado gástrico, la CoQ10 es 

absorbida en el intestino delgado, junto con otros lípidos en forma de 

quilomitrón, para luego ser captada por las células hepáticas. En el 

hígado, la CoQ10 es incorporada a lipoproteínas y liberada a la sangre, 

donde es distribuida al resto de tejidos (Miles, 2007).  

Otros estudios experimentales han usado la ubiquinona-10 en 

suspensión oleosa, denominada LiQsorb, a una dosis de 200 y 400 

mg/kg/día durante 3-4 meses. Tras su administración no se observó 

incremento de los niveles de CoQ10 en riñones de ratones mutantes en 

Pdss2 (Pdss2kd/kd), otro modelo de ratón deficiente en CoQ (Saiki et al., 

2008b). De manera similar, Wang and Hekimi encontraron un 

incremento moderado de los niveles de CoQ10 en hígado de ratones 

Mclk1liver-KO cuando se administraba una dosis de 300-400 mg/kg/día 

durante 7 meses (Wang and Hekimi, 2013). En nuestro estudio, sin 

embargo, tras la administración del tratamiento observamos un 

importante de los niveles de CoQ10 en riñón e hígado de los ratones 

mutantes, doblándose los niveles en el caso de los riñones e incluso 

superando los niveles de CoQ10  en ratones wild-type en el caso del 

hígado. Estos resultados sugieren que la formulación soluble en agua 

basada en dextrinas posee mejor absorción, biodisponibilidad y 
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captación por el tejido que la formulación oleosa. Estos resultados 

corroboran además las conclusiones de algunos estudios realizados en 

humanos y perros donde afirman que la formulación soluble en agua de 

ubiquinona-10 basada en dextrinas posee mayor  biodisponibilidad  que 

la formulación basada en aceite (Prosek et al., 2008; Zmitek et al., 

2008). En este mismo sentido, un paciente con deficiencia en CoQ, 

retraso mental, encefalomiopatía y caracteres dimórficos, no 

experimentaron mejoría alguna en los síntomas tras el tratamiento con 

ubiquinona-10 administrada en cápsulas de gel blando oleosa (Salviati 

et al., 2012).  

Hay que destacar también que  el incremento de los niveles de 

CoQ10 en tejidos después del tratamiento con ubiquinol-10 se reflejó en 

un aumento de CoQ10 en las mitocondrias de cerebro de ratones 

Coq9X/X. Como consecuencia, el suplemento con ubiquinol-10 fue 

capaz de incrementar las actividades de la CTE dependiente de CoQ, 

mientras la forma oxidada no tuvo este efecto a nivel de la mitocondria. 

Estos resultados son esperanzadores ya que aumentaría las 

posibilidades de éxito de la terapia al mejorar uno de los grandes 

problemas de las terapias con CoQ10, esto es, su incapacidad para 

alcanzar a la mitocondria, especialmente en cerebro. 

El tratamiento con ubiquinol-10 (o ubiquinona-10) fue, sin 

embargo, incapaz de normalizar el ratio SC/CIII libre en cerebro y 

cerebelo observado en los ratones Coq9X/X. Estos resultados pueden 

explicar el hecho de que la actividad del CI+III en cerebro de mutantes 

tratados con ubiquinol-10 fue la mitad de la actividad en ratones wild-

type. Estos resultados podrían explicarse por tres posibilidades: (i) el 
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incremento de los niveles de CoQ10 tras dos meses de tratamiento con 

ubiquinol-10 no es suficiente para normalizar el ratio SC/CIII y la 

actividad del CI+III; (ii) la acumulación de DMQ9 en los ratones 

Coq9X/X no se corrige con este tratamiento,  pudiendo inhibir 

parcialmente la transferencia de electrones entre el complejo I y la 

CoQ, tal como fue observado en los mutantes clk-1 (análogo de Coq7 

en humanos y ratón del nematodo Caenorhabditis elegans (Yang et al., 

2011); (iii) el tratamiento con ubiquinol-10 no modifica los niveles de 

CoQ9, la forma mayoritaria de CoQ en roedores. En este sentido, llama 

la atención que en humanos y roedores la CoQ se sintetiza en dos 

formas homólogas,  CoQ9 y CoQ10,  distinguibles entre sí por la 

longitud de su cola poliprenil. El sentido biológico de sintetizar dos 

moléculas con presumiblemente la misma función es desconocido y 

resulta ilógico desde un punto de vista de los principios en los que se 

rige la economía celular. En general, las variaciones observadas en los 

contenidos de CoQ9 y CoQ10 de cada tejido del ratón, así como el índice 

entre ambas moléculas abren la puerta a  plantear la hipótesis de que 

cada una de ellas pueda tener un función biológica específica y que, en 

consecuencia, unos niveles óptimos de ambas se necesario para una 

adecuada función mitocondrial. En el caso del cerebro y cerebelo de 

ratones Coq9X/X, el índice CoQ9/CoQ10 disminuye cuando se mide en 

homogenado y en mitocondrias aisladas siendo incluso menor después 

del tratamiento con ubiquinol-10 (Figura 22 y 23C). Sería interesante, 

por tanto, poder desarrollar y evaluar terapias enfocadas en aumentar la 

biosíntesis de CoQ9 y/o  CoQ10 con el fin de aproximarnos a las 

concentraciones fisiológicas de ambos.  
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 Además de su papel bioenergético, la CoQ10 es uno de los 

antioxidantes endógenos más potentes en la célula (Turunen et al., 

2004). Varios autores han descrito que la deficiencia en CoQ viene 

acompañada de un incremento en la producción de ROS y daño 

oxidativo a biomoléculas, causando un incremento en la muerte celular 

in vitro (Quinzii et al., 2010; Quinzii et al., 2008) e in vivo (Quinzii et 

al., 2013). En este sentido, los ratones Coq9X/X  también muestran un 

incremento de la 8-OHdG en bulbo raquídeo, diencéfalo y septo-

estriado (Fig 5 y 4s). Ambos tratamientos, ubiquinona-10 y ubiquinol-

10 redujeron la reactividad frente a la 8-OHdG, pero la reducción fue 

mayor en el caso del ubiquinol-10. Estas observaciones ponen de 

manifiesto que el ubiquinol-10 es captado mejor por los tejidos que  la 

ubiquinona-10, además de su mayor capacidad antioxidante y/o un 

efecto en reducir el escape de electrones a través de la CTE. 

En paralelo a los cambios bioquímicos tras los tratamientos, el 

suplemento con ubiquinol-10 redujo la vacualización y astrogliosis en 

bulbo raquídeo y diencéfalo de ratones Coq9X/X, resultando en un 

incremento del peso corporal. De nuevo el ubiquinol-10 fue más 

efectivo que la ubiquinona-10, reduciendo en este caso los cambios 

histopatológicos en los ratones Coq9X/X. Estos resultados son 

particularmente importantes ya que los pacientes con deficiencia en 

CoQ10 muestran respuestas variables al tratamiento con ubiquinona-10 

y, en algunos casos, el tratamiento o bien falla o no muestra una clara 

respuesta, posiblemente debido a la baja absorción de la ubiquinona-10  

en los tejidos (Emmanuele et al., 2012). Dentro de la variabilidad de la 

respuestas al suplemento con ubiquinona-10, los síntomas musculares 

en paciente con encefalomiopatía y miopatía pura mejoraron en general 
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después de la terapia (Gempel et al., 2007; Horvath et al., 2006; Lalani 

et al., 2005; Sobreira et al., 1997), lo que refleja una mayor absorción 

de la CoQ10 en músculo. En otros pacientes que presentan la forma 

multisistémica, a causa de mutaciones en los genes PDSS1 o COQ2, el 

tratamiento con ubiquinona-10 consiguió resultados positivos 

consiguiendo frenar la progresión de la encefalopatía y mejorar los 

síntomas miopáticos (Montini et al., 2008; Quinzii et al., 2006; Rotig et 

al., 2000), así como la función renal en otros pacientes (Diomedi-

Camassei et al., 2007). Por el contrario, en un paciente con una 

mutación homocigota en el gen COQ9, la terapia con ubiquinona-10 

produjo una reducción del lactato en sangre pero no impidió el 

empeoramiento neurológico y cardiaco posterior que culminó con la 

muerte a los dos años de vida (Duncan et al., 2009). De manera similar, 

a pesar del tratamiento con ubiquinona-10, un paciente con mutación en 

el gen PDSS2 manifestó convulsiones intratables y murió a los 8 meses 

de vida (Lopez et al., 2006); y un paciente con síndrome de Leigh que 

mostraba hepatopatología e hipertrofia cardiaca después de una mejora 

clínica inicial murió a los 3 años de edad (Leshinsky-Silver et al., 

2003). Los datos publicados de otros dos pacientes con mutaciones en 

el gen COQ6 y tratados con ubiquinona-10, describe una mejoría de la 

proteinuria que sufrían ambos individuos, pero un fracaso en la 

corrección del defecto auditivo en uno de ellos (Heeringa et al., 2011). 

En los pacientes con ataxia cerebelosa también se han observado 

respuestas variables al suplemento con ubiquinona-10, mostrando en 

algunos casos mejoría después del tratamiento (Artuch et al., 2006; 

Lagier-Tourenne et al., 2008; Pineda et al., 2010; Quinzii et al., 2005; 

Terracciano et al., 2012) y en otros casos fracaso (Aure et al., 2004; 
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D'Arrigo et al., 2008; Horvath et al., 2012a; Lamperti et al., 2003; 

Mollet et al., 2008; Terracciano et al., 2012). Otros estudios demuestran 

que son necesarias dosis más altas para observar un efecto cuando se 

usa ubiquinona-10  comparados con el ubiquinol-10. Concretamente, 

en el caso de un paciente con deficiencia en CoQ10 debido a una 

mutación en el gen COQ4, que presentaba retraso mental, 

encefalomiopatía y caracteres dimórficos recibió tratamiento con 

ubiquinol-10 a una dosis de 15mg/kg/día y tuvo la misma eficiencia 

que la ubiquinona-10 a dosis 30 mg/kg/día (Salviati et al., 2012). Esta 

observación clínica junto con nuestros resultados sugiere que el 

suplemento con ubiquinol-10 podría mejor la eficiencia mostrada por el 

tratamiento con ubiquinona-10. Esto sería especialmente importante 

para los pacientes que padecen encefalopatía o ataxia cerebelosa 

asociada a la deficiencia en CoQ10. 
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Del presente estudio podemos concluir: 

1. La proteína Coq9 parece regular específicamente a la 

proteína Coq7 en la ruta biosintética de la CoQ. 

2. La presencia de una proteína Coq9 disfuncional y/o déficit 

de CoQ en cerebro causa un aumento de los niveles de 

complejo III libre y descenso del SC. Esto conlleva a una 

disminución de la respiración mitocondrial y síntesis de 

ATP. 

3. La disfunción mitocondrial en cerebro induce un aumento 

de daño oxidativo y muerte celular activada por una vía 

independiente de la ruta de las caspasas.  

4. La forma encefalopática de la deficiencia en CoQ es 

progresiva y cursa con muerte neuronal, astrogliosis severa 

y degeneración espongiforme. 

5. La fórmula soluble en agua del ubiquinol-10 presenta una 

mejor absorción por los tejidos que la ubiquinona-10.	  Esta 

mejora	   resulta en un aumento de los niveles de CoQ10 en 

homogenado de tejidos y en mitocondrias de cerebro en 

ratones Coq9X/X. 

6. El ubiquinol-10 es más efectivo que la ubiquinona-10, ya 

que reduce la vacuolización, astrogliosis, estrés oxidativo e 

incrementa el peso corporal en ratones Coq9X/X. 

7. A pesar de la mejora, el tratamiento con ubiquinol-10 no 

rescata completamente el fenotipo encefalopático de los 

ratones Coq9X/X. Teniendo en cuenta que tanto roedores 

como humanos producen CoQ9 y CoQ10, sería interesante 
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desarrollar y evaluar nuevas terapias encaminadas a 

incrementar los niveles de ambas quinonas. 
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ANEXO 1: PRIMERS

 

1.1 PRIMERS USADOS PARA GENERAR LA MUTACIÓN PUNTUAL 

PT1:   5’- AAC TCC TCC CCA TCT TGA CCT G -3’ 

PT2:   5’- TCA GCG GGT GTA CCA GTT AAA CTG CAG-3’ 

PT3:5’TCTGCAGTTTAACTGGTACACCCGCTGAGCAGTGCTGGCCG
GCATCTAC -3’ 

PT4 (BsiWI):   5’- acttagtaCGTACGTAC GGA CAA CAC AAC CAC AGA 
CAG -3’ 

 

1.2 PRIMERS PARA HACER SCREENER 

N1:    5’ -TGCGAGGCCAGAGGCCACTTGTGTAGC- 3’ 

N2:    5’ -TTCCTCGTGCTTTACGGTATCG- 3’ 

P6:    5’ -GAGTGCACCATATGGACATATTGTC- 3’ 

T7:    5’ -TAATGCAGGTTAACCTGGCTTATCG- 3’ 

A1:   5’ - TTT AGA GGG CAG AGT TAC CAG AG 

A2:   5’ - AGT GGC AGC TGT TCA CAC AGA G 

AT1: 5’ - TCA GAG GTA CAG AAA GAG CCT G 

AT2:  5’ - ACT CCA CTG TGA GAC TCA TAG GC 

LAN1: 5’ - CCA GAG GCC ACT TGT GTA GC 

COOK3:   5’ - TGA TTG TGA CAG AAC AGG GCA C 

COOK4:   5’ - TGG AAA GAC GTT TGG GAC AGT C 

UNI:     5’ - AGC GCA TCG CCT TCT ATC GCC TTC 

F3:  5’- GCA TAA GCT TGG ATC CGT TCT TCG GAC -3’ 



                                                                                      Anexos                                                                                                                                                                                                                                                              

	  
	  

160	  

F7:  5’- GGA ACT TCG CTA GAC TAG TAC GCG TG -3’ 

Neo Del 1: 5’- GGT GTC CAG AGG GCT ATA TG-3’ 

Neo Del 2a: 5’- GCC TGG GTC AGA TTC TCT TA-3’ 

 

ANEXO 2: SOLUCIONES 

SOLUCIÓN COMPOSICIÓN 
1. Fase móvil para medir los 

compuestos quinónicos en 
HPLC 

500 ml de metanol 
500 ml de etanol  
15 ml 2-propanol 
15 ml ácido acético  
50 mM acetato sódico 

2. Medio A de homogenización 320 mM sacarosa 
1 mM EDTA 
Tris–10 mM HCl    pH 7.4 

3. Medio B de homogenización 750 mM sacarosa 
225 mM sorbitol  
1 mM EGTA  
BSA al 0.1%  
10 mM Tris-HCl      pH 7.4 

4. Medio C de homogenización 120 mM KCl 
20 mM HEPES 
2mM MgCl2 
1 mM EGTA  
BSA (5mg/ml de tampón)   pH 7.4 

5. Medio D de homogenización 300 mM sacarosa 
2 mM HEPES  
0.1 mM EGTA 

6. AB mix 48:1,5 48 g de Acrilamida 
1,5 g de Bis-Acrilamida 

7. Buffer 3x 150 mM Bis-Tris 
1.5 M ácido 6-aminohexanoico  pH 7 

8. Medio de resuspensión de 
mitocondrias 

100 mM ácido 6-aminohexanoico 
Bis-50 mM Tris-HCl       pH 7.0 

9. Tampón de carga nativas 5% Serva Blue G-250  
100 mM  6-aminohexanoico 

10. Solución de transferencia 25 mM Tris 
192 mM glicina 
20% metanol          pH 8.3. 

11. Solución In gel 0.14 mM Tris/HCl       pH 7.4 
10 mM NADH 
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1 mg/ml NTB 
12. Solución de homogenización 

A 
50 mM Tris–HCl 
1% Triton X-100  
1 mM Ditiotreitol    pH 7.6 
Cocktel de inhibidores de proteasas 

13. solución de homogenización B 0.32 M sucrose 
10 mM Tris–HCl 
1 mM EDTA  
0.2% BSA        pH 7.4,  
Cocktel de inhibidores de proteasas 

14. solución fosfatasa inhibidora 10 mM tampon fosfato 
150 mM NaCl 
2.7 mM KCl 
125 mM NaF 
250 mM b-glicerofosfato, 
250 mM p-nitrofenil fosfato 
25 mM NaVO3           pH 7.5 

15. Tampón isotónico frío 20 mM HEPES  pH  7.5 
5 mM NaF 
5 ml de 0.1 M Na2MoO4  
0.1 mM EDTA 

16. Tampón de lisis 20 mM HEPES       pH 7.9 
20% glicerol 
420 mM NaCl 
1.5 mM MgCl2  
0.2 mM EDTA 
20 mM NaF 
0.5 mM ditiotreitol 
1 mg/ml leupeptina 
0.2 mM fenilmetilsulfonilfluorida 

17. Tampón de aislamiento 250 mM sacarosa 
2 mM EDTA 
10 mM Tris  
 0.5% BSA           pH 7.4 

18. medio MiRO5 0.5 mM EGTA  
3 mM MgCl2  
20 mM Taurina 
10 mM KH2PO4  
20 mM HEPES 
110 mM D –sacarosa 
60 mM ácido lactobiónico   
0.1% BSA        pH 7 

19. Solución A de respiración 250 mM sacarosa 
0.5 mM Na2EDTA 
10 mM Tris  
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1% BSA       pH 7.4 
20. Solución B de respiración 250 mM sacarosa 

0.5 mM Na2EDTA  
10 mM Tris   pH 7.4 

21. Solución C de respiración 0.32 M sacarosa 
1 mM EDTA-K  
10 mM Tris–HCl      pH 7.4 

22. Fase móvil HPLC para 
compuestos adenílicos 

100 mM fosfato potásico pH 7  
1 mM tetrabutilamonio hidrógeno 
sulfato  1.5%. acetonitrilo  

23. Buffer de reacción actividad 
CI+III 

0.5 mM KCN 
0.2 mM NADH  
0.1 mM citocromo c. 

24. Buffer de reacción actividad 
CI+III 

0.5 mM KCN 
0.3 mM succinato  
0.01mM rotetona 

	  

ANEXO 3: COMPOSICIÓN GELES	  

3.1. GELES NATIVOS DE POLIACRILAMIDA 

 

Composición 
Gradiente 

3% 
RESOLVING 

13% 
RESOLVING 

4% 
STACKING 

AB mix 
48:1,5 *6 

0,305 ml 0,866 ml 0, 25 ml 

Buffer 3x *7 1,667 ml 1,111 ml 1 ml 

Agua milliQ 3 ml 0,713 ml 1,75 ml 

Glicerol al 
87% 

------ 0,643 ml ------ 

APS 20% 20 µl 7 µl 12,5 µl 

TEMED 4 µl 3 µl 3 µl 
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ANEXO 4: ANTICUERPOS 

 

4.1. ANTICUERPOS USADOS EN INMUNODETECCIÓN EN 
MEMBRANAS 

 

Anticuerpo Casa comercial/Referencia 
Anti-COQ7 Cedido por Hekimi, McGill University, 

Canada 
Anti-COQ6 Santa Cruz Biotechnology, sc-107506 
Anti-COQ9 Santa  Cruz  Biotechnology,  sc-271892 
Anti-COQ9 Abcam, ab104189 
Anti-NRF-1 Santa Cruz Biotechnology, sc-33771 
Anti-PGC-1α Santa Cruz Biotechnology,sc-13067 
Anti-Bcl-2 Santa  Cruz  Biotechnology,  sc-492 
Anti-caspasa-3 Santa   Cruz   Biotechnology,   sc-136219 
Anti-p53 Santa Cruz Biotechnology, sc-6243 
Anti-AIF Santa Cruz Biotechnology, sc-55519 
Anti-β-actina Santa Cruz Biotechnology, sc-47778 
Anti-GAPDH Santa Cruz Biotechnology,  sc-25778 
Anti-actina Santa  Cruz  Biotechnology, sc-1616 
Anti-VIDAC1 Abcam,  ab14734 
Anti-Lamina A/C Santa Cruz Biotechnology, sc6215 
Anti-NUDFA9 Abcam, ab14713 
Anti-ubiquinol-Citocromo 
C Reductasa proteina Core I 

Abcam, ab110252 

Anti-conejo IG peroxidasa 
conjugada con caballo 

Santa  Cruz  Biotechnology,  Inc 

Anti-ratón IG peroxidasa 
conjugada con caballo 

Santa  Cruz  Biotechnology,  Inc 

Anti-cabra IG peroxidasa 
conjugada con caballo 

Santa  Cruz  Biotechnology,  Inc 
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4.2 ANTICUERPOS USADOS EN INMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Anticuerpo Casa comercial/Referencia 

Anti-GFAP Millipore,  MAB360 

Anti-oligodendrocitos Millipore, MAB1580 

Anti-tubulina β-III Covance, MMS-435P 

Anti-8-OHdG QED Bioscience,    12501 

Anti-4-HNE     Alpha    Diagnostic, HNE11-S 
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