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Resumen

Introduccion
El coenzima Q (ubiquinona o CoQ) es el unico antioxidante lipidico

endégenamente sintetizado en todos los organismos eucarioticos, funcionando
ademas como intermediario en el transporte de electrones y fosforilaciéon
oxidativa de la cadena respiratoria. La restriccion caldrica (RC) es la unica
intervencidn no genética conocida que modula los componentes grasos de la
membrana como medida adaptativa contra el dafio oxidativo de patologias y
procesos biolégicos asociadas a la edad. Teniendo en cuenta que la
distribucion del coenzima Q no es homogénea en el organismo y que los tejidos
postmitoticos son mas propensos al estrés oxidativo durante el envejecimiento,
deberia reconsiderarse el efecto conjunto del contenido graso en las dietas con
RC en el metabolismo del coenzima Q, ya que el consumo de grasas con
distintos grados de insaturacion modula directamente la respuesta final de cada
tejido al dafio oxidativo.

Objetivo general
Estudiar el efecto del componente graso de la dieta y la restriccion

caldrica sobre el sistema del coenzima Q en tejidos mitéticos y postmitéticos de

ratones joévenes.

Objetivos especificos
1. Estudiar la distribucién de coenzima Q (niveles de CoQg y CoQqp y

relacion CoQg¢/CoQ1p) en el higado, rindn, cerebro, musculo esquelético y
corazon en un estado metabdlico basal.

2. Cuantificar los niveles de transcrito de genes COQ (mSPS1, mDLP1,
mCOQ2, mCOQ3, mCOQ7 y mCOQ8), que codifican enzimas responsables de
la etapa final de sintesis de coenzima Q, asi como los niveles de las proteinas
Coqg2p y Coq3p, responsables del primer y ultimo paso en la ruta especifica de
sintesis de CoQ.

3. Establecer el efecto de la RC a corto plazo sobre la distribucién de
coenzima Q y sobre los niveles de transcrito de genes y proteinas en los

organos indicados anteriormente.



4. Estudiar la influencia del grado de instauracién del componente graso de
tres dietas (grasa animal altamente saturada, aceite de soja rico en acido
linoleico o aceite de pescado rico en acidos grasos poliinsaturados n-3) sobre
el contenido de coenzima Q, la expresion de genes COQ y los niveles de
Coqg2p y Coq3p.

5. Estudiar la posible interaccion entre la RC y el componente graso de la
dieta sobre los parametros sefialados anteriormente.

Material y métodos
Se utilizaron ratones C57BL/6 macho, obtenidos de la NIA Aging Rodent

Colony (USA) con una edad de 3 meses. Colonias de 18 ratones se
distribuyeron de manera aleatoria en 6 grupos dietéticos y fueron alimentados
durante un mes con una dieta purificada AIN-93M. Las intervenciones
dietéticas fueron: Ad libitum (AL)-grasa ternera, RC-grasa ternera, AL-soja,
RC-soja, AL-pescado, RC-pescado. Los animales de los correspondientes
grupos de RC se alimentaron con una cantidad de dieta correspondiente al
60% de la ingesta caldrica de la correspondiente dieta AL, conteniendo todos
los componentes vitaminicos y minerales suficientes para asegurar que la
ingesta absoluta de vitaminas y minerales fuera la misma para todos los grupos
experimentales. Una vez sacrificados, se extrajeron muestras de higado, rifidn,
cerebro, musculo esquelético y corazén. Las concentraciones de coenzima Qg
y Q10 en cada tejido se determinaron mediante HPLC (High performance liquid
chromatography) de fase reversa con monitorizacion en un detector
electroquimico y ultravioleta; y la integracién de las areas de pico y las
correspondientes comparaciones con estandar externos. Igualmente se
cuantificaron los niveles de expresion de los genes COQ mediante RT-PCR a
tiempo real y se cuantificaron los niveles de las proteinas Coq2p y Coq3p
mediante inmunodeteccidon con anticuerpos. Las diferencias estadisticas entre
AL y RC se determinaron usando el t-test. Para la comparacion entre tejidos se
realizé un analisis ANOVA (de una via). Una vez finalizado el estudio se llevé a
cabo un analisis de ANOVA (de dos vias) para estudiar los efectos del
componente graso (grasa), RC (calorias) y la interaccion “grasa*calorias”. En
casos especificos se utilizé un analisis de correlacion para estudiar la posible

relacion entre los ratios mSPS1/mDLP1 y CoQgy/CoQyo.



Resultados y discusion.
La heterogénea distribucion tisular de coenzima Q situa al rifidén y

corazdn como los érganos con los niveles mas altos de este lipido y al musculo
esquelético como el tejido con los niveles mas bajos. De acuerdo con estos
requerimientos cada tejido presenta un perfil de expresion de genes COQ
caracteristico, observandose una elevada expresion que se correlaciona con
aquellos 6rganos cuyo metabolismo basal necesita mas coenzima Q.

Nuestros resultados manifiestan una evidente y rapida regulacién en la
via de sintesis de coenzima Q endogeno a través de la dieta, dejando patente
que la RC utiliza esta ruta metabdlica para ejercer sus efectos en el organismo.
Ademas, en algunos tejidos este efecto se encuentra condicionado al grado de
insaturaciéon del componente lipidico de la dieta, que es incorporado
posteriormente por las membranas celulares. Encontramos que la dieta
enriquecida con aceite de pescado induce la expresién de genes COQ en todos
los 6rganos y tejidos, incluso sin ser sometidos a RC. Esto puede indicar que la
incorporacion en las membranas de acidos grasos mas prooxidantes activa la
expresion de la ruta de sintesis de coenzima Q para poder hacer frente a un
posible desajuste redox. En el higado y riidn de los ratones a los que se les
aplica una reduccion en las calorias sobre la dieta de pescado, se observa una
bajada de los niveles de coenzima Q sin activacién de la transcripcion de los
genes COQ. Nuestros datos apoyan que, en estas condiciones, el contenido en
coenzima Q se reduce, ajustandose a la existencia de un metabolismo
energético mas reducido, manteniendo asi el equilibrio redox y evitando la
generacion de especies oxidantes. Estos cambios no se repiten por igual en
todos los tejidos, lo cual podria estar relacionado con la existencia de un patrén
temporal de respuesta a la RC que es especifico del metabolismo energético
de cada tejido. El cerebro es el unico 6rgano en el que no se modifican ni la
biosintesis de coenzima Q ni los niveles de coenzima Q con la RC,
probablemente porque una alteracion de la homeostasis del coenzima Q afecte
mas a su fisiologia. En cambio, este 6rgano postmitotico (mas susceptible a la
acumulacién de dano oxidativo generado), probablemente manifieste una
respuesta muy particular a la RC y al componente lipidico a largo plazo, una

vez que se hagan mas patentes los procesos de envejecimiento.



Finalmente, observamos que los niveles de proteina Coqg3p aumentaban
significativamente en aquellas situaciones de RC (independientes del contenido
graso de la dieta) donde los niveles de coenzima Q disminuian. Estos
resultados sugieren a Coq3p como un sensor de la bajada de coenzima Q por
la RC a nivel postranscripcional. Igualmente la RC independiente del contenido
graso, disminuye de manera consistente la expresién de los transcritos de
mCOQ8, de nuevo sugiriendo otra posible diana de la RC para regular la
biosintesis de coenzima Q.

El unico 6rgano donde podria asignarse un papel antioxidante mayor al
CoQqp es el cerebro, cuyos niveles de CoQip son muy elevados en
comparacién con su homologo CoQg y el resto de tejidos. La RC no parece
tener un efecto decisivo sobre la relacion CoQg/CoQ1o. Por su parte, el corazén
es el unico 6rgano donde la RC reduce los niveles de CoQq en menor

proporcion que los niveles de CoQ.
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1. RESTRICCION CALORICA

La Restriccion Caldrica, sin malnutricion, es la unica intervencion no
genética que, de manera consistente, retarda los procesos asociados al
envejecimiento y extiende la longevidad maxima en roedores de laboratorio
(Weindruch et al. 1988). Ademas, la RC retrasa la aparicion del cancer,
nefropatias, cataratas, diabetes, hipertension e hiperlipidemia en estos
mamiferos (Weindruch and Sohal 1997).

A mediados de los afios noventa, se abrieron numerosas lineas de
investigacion encaminadas a entender los mecanismos por los cuales la RC
extiende el ritmo de envejecimiento biolégico en roedores, pues se hipotetizaba
que esta intervencién inducia numerosos cambios complejos dificiles de aislar
en el organismo. Se encontraron cinco posibles vias que pudieran explicar los
mecanismos de respuesta del organismo ante dicha intervencidn y que no eran
excluyentes entre si: disminucion del estrés oxidativo (Sohal and Weindruch
1996), disminucion de la glicacion y glicoxidacion (Kristal and Yu 1992),
disminucién de la temperatura corporal asociada al estado hipometabdlico
(Walford and Spindler 1997), cambios neuroendocrinos (Nelson et al. 1995); y
alteraciones en la expresion de genes y degradacion de proteinas (Xia et al.
1995).

1.1. RCY DANO OXIDATIVO CELULAR

En 1956, Denham Harman (Harman 1956) postul6 una teoria que
proponia que las interacciones deletéreas de los radicales libres con los
constituyentes celulares contribuian al desarrollo de los procesos biologicos
desencadenados durante el envejecimiento. Actualmente sigue siendo una de
las teorias mas aceptadas para explicar sus causas. El organismo produce un
gran numero de especies reactivas de oxigeno (ROS) cuya formacién se
atribuye a procesos vitales de la célula donde intervienen las enzimas de los
peroxisomas, oxidasas citosolicas, citocromo P-450, procesos inflamatorios y

metabolismo aerobio.
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Una disminucion del dafio oxidativo con RC (Sohal and Weindruch 1996)
deberia derivar de la reduccion de ROS producidas en la mitocondria,
principalmente en tejidos post-mitdticos los cuales tienen mayor dependencia
del metabolismo redox, incluyéndose entre éstos al musculo, corazéon y
cerebro. La pérdida de células post-mitéticas durante el envejecimiento,
deberia ser particularmente deletéreo en el organismo, debido a la incapacidad
del tejido por reemplazar dichas células.

Se han realizado diversos estudios para investigar si la RC altera la
produccion de ROS alterando el dafio oxidativo celular. En roedores una RC
del 30-40% atenua la tasa de generacion de especies reactivas en las
mitocondrias (Sohal et al. 1994b; Bevilacqua et al. 2004; Hagopian et al. 2005),
no se detecta un incremento en el dafo oxidativo de lipidos (Kim et al. 1996;
Lass et al. 1998) ni en proteinas mitocondriales asociados a la edad (Sohal et
al. 1994b; Lass et al. 1998); y ademas se retarda la acumulacion de dafo
oxidativo en distintos tejidos (Sohal et al. 1994a). Por otro lado, Kaneko y
colaboradores, (Kaneko et al. 1997) demostraron que en el riidn, corazoén,
higado y cerebro de ratas, la restriccion en la dieta retrasa la aparicion de un
marcador de dafio oxidativo en el ADN (Acido desoxirribonucleico) que si se
incrementa en ratas mas viejas.

Estos descubrimientos apoyan la idea de que un descenso en el estrés
oxidativo con la RC puede ser un mecanismo que contribuye al retardo del

envejecimiento.

1.2. EL COMPONENTE LIPIDICO DE LA MEMBRANAY LARC

Hulbert, (Hulbert 2003) propuso que el gasto energético de membrana
en reposo, relacionado anteriormente con los procesos de envejecimiento
(Pearl 1928), era en alguna medida dependiente del componente lipidico de
dichas membranas. Si eso se cumple, es tentativo hipotetizar que un
mecanismo de accion de la RC en la célula sea modificar el componente
lipidico de la membrana, alterando asi el gasto energético celular

contribuyendo en la extension de la longevidad.
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Existe una teoria denominada “marcapasos de membrana” que postula
que la poliinsaturacién de las membranas acentua la actividad molecular de
muchas proteinas de membrana y de esta manera la actividad metabdlica de la
célula. Este mecanismo se basa en una notable transferencia de energia
durante las colisiones intermoleculares de las proteinas de membrana con
dobles enlaces de carbono (C=C) de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), en
comparacién con enlaces simples de carbono de cadenas acilo saturadas, asi
como en la distribucién de tales enlaces a través de la bicapa cuando las
membranas contienen cadenas acilo polinsaturadas en vez de
monoinsaturadas (Hulbert and Else 1999). La bicapa lipidica es
metabdlicamente mas activa cuanto mas poliinsaturada sea. Por otro lado, el
gasto energético en reposo de la membrana esta determinado por sus grupos
acilo, implicados en la depresion metabdlica, control hormonal del metabolismo,
evolucion de la endotermia, asi como sus implicaciones en el envejecimiento y
salud humana (Hulbert and Else 2000). En conclusion, la membrana plasmatica
y su composicion pueden actuar como marcapasos de los distintos procesos
que contribuyen al gasto energético de la membrana como ocurre por ejemplo
con la fuga de protones, la actividad Na*-K*-ATPasa, reciclado de Ca® y el
recambio lipidico.

Los mecanismos exactos de la fuga de protones a través de la
membrana interna mitocondrial son aun desconocidos, aunque se proponen a
los lipidos de membrana, la adenina nucledtido translocasa y las proteinas
desacoplantes como reguladores de la velocidad de paso de los protones. Se
ha propuesto un mecansismo por el cual los acidos grasos de cadena larga
aumentan la fuga de protones alterando el grado de empaquetamiento de la
membrana (Brand et al. 1994). De hecho varios experimentos correlacionan
inversamente al acido linoleico (C18:2n-6) con la fuga de protones y
positivamente con el acido docosahexaenoico (DHA) (C22:6n-3) (Brand et al.
1994; Porter et al. 1996; Brookes et al. 1998). Por otro lado, la RC a largo plazo
incrementa el acido linoleico de la mitocondria y disminuye el contenido de
docosahexanoico (Laganiere and Yu 1989, 1993). Esto hace sospechar que la
RC podria ayudar a diminuir la fuga de protones si los lipidos fueran
determinantes en este proceso. Estudios recientes confirman una bajada en la

respiracion dependiente de la fuga de protones por la RC en tejido muscular
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esquelético (Bevilacqua et al. 2004), aunque no ocurre o mismo en higado
hasta los 18 meses en RC. Otro mecanismo posible que explica la disminucion
de la fuga de protones es mediante el coenzima Q, un lipido hidrofébico que al
acumularse en el centro de las bicapas lipidicas interfiere en el paso de agua
cargada en la membrana (Haines 2001).

En cuanto a la actividad de Na'-K'-ATPasa, ésta se correlaciona
positivamente con el contenido de acido docosahexaenoico en la membrana
(Turner et al. 2003). Este lipido parece estar estrechamente relacionado con la
maxima actividad Na’-K'-ATPasa debido a su elevada &rea superficial
molecular (Wu et al. 2001; Else et al. 2003). De forma contraria actuan el
colesterol y el CoQ. El colesterol parece impedir el paso de moléculas de agua
en la membrana y la formacion de cadenas de transferencia de iones Na®. El
CoQ, por su parte, inhibe la fuga de protones al acumularse en el centro de la
bicapa lipidica, formando asi una barrera que impide el movimiento del Na®
entre las dos caras de la bicapa (Haines 2001). Si tenemos en cuenta que la
RC incrementa en contenido en CoQ (De Cabo et al. 2004) y disminuye el
acido docohexaenoico (Laganiere and Yu 1989, 1993), la RC deberia disminuir
la actividad Na*-K*-ATPasa. De momento, Gnicamente se ha confirmado en
eritrocitos de rata (Tarim et al. 1997) y en yeyuno de oveja (Rompala et al.
1987).

Dada su localizacion y composicion particulares, la membrana
plasmatica esta implicada en la respuesta celular frente al estrés oxidativo, y
puede regular la fisiologia celular controlando la relacion de la célula con su
ambiente. Como hemos citado anteriormente, existen estudios donde se
observa que la RC diminuye la concentracion de ROS. Estas especies
reactivas se generan predominantemente en la membrana mitocondrial
(Boveris and Chance 1973) y la membrana plasmatica (O'Donnell and Azzi
1996). Cabe pensar que otro mecanismo de accion de la RC en la membrana,
ademas de su intervencion en los procesos celulares que controlan el gasto
energético de la célula, sea la disminucion del grado de insaturacion de los
acidos grasos en las membranas, pues se ha demostrado que este cambio
podria contribuir a la extension de la longevidad haciendo las membranas mas

resistentes al dafio oxidativo (Yu et al. 2002).
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Los lipidos de membrana pueden afectar a la produccién de ROS
mediante su interaccidn con los complejos de transporte electrénico. Existen
algunos estudios en los cuales se ha investigado la susceptibilidad de la
membrana al estrés oxidativo (Pamplona et al. 2002), pero aun se ha dedicado
poco esfuerzo por determinar el papel potencial que la composicién lipidica de
la membrana tiene en la regulacion de la generacion de ROS. Si se conoce por
ejemplo, el papel de la cardiolipina, un lipido necesario para la actividad
adecuada de la cadena mitocondrial, que es requerido para asociarse a los
complejos de transporte de electrones | (Fry and Green 1981), Il (Fry and
Green 1981; Hoch 1992), IV (Fry and Green 19802; Robinson et al. 1990) y V
(Lopez-Moratalla et al. 1973) y conseguir una actividad 6ptima. Este caso
podria constituirse como un método indirecto de la membrana para alterar la
produccion de ROS modificando la actividad de la cadena mitocondrial.

Ya que la membrana plasmatica es el punto inicial de ataque de los
oxidantes extracelulares, son de gran importancia los sistemas de O&xido-
reduccion capaces de regenerar antioxidantes en esta localizacién, ya que
éstos pueden proteger los componentes intracelulares del dafio oxidativo (Se
explica con mayor detalle en el apartado 3.2.2.2.).

Los sistemas de transporte electrénico, tanto en la membrana
mitocondrial como en la plasmatica, contribuyen a la defensa antioxidante
manteniendo el coenzima Q en su estado reducido. El ubiquinol (CoQ reducido)
funciona como antioxidante, bien directamente, reaccionando con los radicales
y previniendo asi la peroxidacion lipidica, o indirectamente, regenerando el o-
tocoferol hasta su forma reducida (James et al. 2004). Por tanto, las
interacciones entre los sistemas de transporte de electrones y el CoQ juegan
un importante papel determinando la resistencia de las membranas al dafio
oxidativo. Ademas, el contenido global de CoQ en la membrana puede influir
tanto en la actividad de transporte electronico, como en la susceptibilidad de la
misma al dafo por oxidacion.

Algunos estudios se han propuesto investigar el efecto de la RC sobre el
contenido mitocondrial de CoQ, en un intento por determinar si el menor dafo
oxidativo que tiene lugar con la RC se asocia con unos niveles mayores de
CoQ mitocondrial. Asi, se ha publicado que la RC incrementa el contenido en

CoQg del musculo esquelético (Lass et al. 1999a). De manera similar, la RC
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prolongada también incrementa el contenido en CoQg de mitocondrias de
higado, corazon, y rindn (Kamzalov and Sohal 2004). En contraste con estos
resultados, en otro estudio se manifestaba que la RC prolongada disminuia el
contenido tanto de CoQg como de CoQ1o en mitocondrias de higado (Armeni et
al. 2003).

Los cambios inducidos por la RC en el sistema antioxidante de la
membrana plasmatica se han estudiado recientemente en higado de rata (De
Cabo et al. 2004). Las disminuciones relacionadas con la edad en la relacidon
CoQ10o/CoQg y en los niveles de a-tocoferol de la membrana plasmatica se
atenuaron por la RC, y el transporte electrénico a través de la membrana
plasmatica, dependiente del CoQ, asi como la translocacion de NQO1
(NAD(P)H:quinona oxidorreductasa 1) a la membrana plasmatica fueron
también incrementados de manera significativa por la RC. En consecuencia, la
membrana plasmatica de los animales sometidos a RC mostré una mayor
proteccion frente al estrés oxidativo. Por tanto, las modificaciones inducidas por
la RC en el sistema redox de la membrana plasmatica podrian no soélo
mantener una mayor reduccion de NAD(P)H (Nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato reducido), sino también una mayor capacidad antioxidante,
previniendo la acumulacion de macromoléculas deletéreas durante el
envejecimiento (De Cabo et al. 2004). No obstante, aun se requiere mas
trabajo para determinar el patron temporal de los cambios inducidos por la RC

en el sistema redox de la membrana plasmatica en multiples tejidos.

1.3. LARCY LALONGEVIDAD

Se ha propuesto que la longevidad se encuentra inversamente
relacionada con el grado de insaturacion de los fosfolipidos de las membranas
(Pamplona et al. 2002; Hulbert 2003). Esta “teoria de las membranas en el
envejecimiento” surge de estudios comparativos en los cuales se ha
investigado la relacion entre acidos grasos de las membranas y la longevidad.
Cuando se realizan comparaciones entre especies, los estudios llevados a
cabo en mamiferos indican que el numero de dobles enlaces de los fosfolipidos
mitocondriales esta inversamente relacionado con la longevidad (Pamplona et

al. 1998). De manera similar, las comparaciones entre aves y mamiferos de
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tamano corporal similar indican que las aves poseen una mayor longevidad y
menos PUFA en los fosfolipidos del musculo esquelético (Hulbert 2003) y el
corazon (Pamplona et al. 1999a; Pamplona et al. 1999b) que los mamiferos.
Los atomos de carbono que forman un doble enlace en los acidos grasos
poliinsaturados son los mas susceptibles al ataque oxidativo por los radicales
libres. Los productos de esta peroxidacion lipidica, como el hidroxinonenal, son
a menudo reactivos por si mismos, y pueden causar un dafio ulterior en otros
componentes celulares. Por tanto, la disminucién en el numero de dobles
enlaces de los acidos grasos de las membranas puede constituir una
adaptacién de las especies mas longevas para prevenir el desarrollo y la
acumulacion de dafo oxidativo.

La RC podria actuar de una manera similar, ya que los estudios llevados
a cabo en higado de rata han demostrado que la RC se encuentra también
asociada con una reduccion en el contenido mitocondrial de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (Laganiere and Yu 1989, 1993). Estudios
llevados a cabo en bazo (Laganiere and Fernandes 1991; Venkatraman and
Fernandes 1992), cortex cerebral (Tacconi et al. 1991), y corazén (Lee et al.
1999b) en la rata, también han apoyado la idea de que la RC disminuye la
insaturacién de los lipidos de membrana. Estos resultados han conducido a la
teoria que establece que la RC puede incrementar la longevidad suprimiendo el
dafio oxidativo a través de la modulacion de la composicién de acidos grasos

de los fosfolipidos en los tejidos (Yu et al. 2002).

2. COMPOSICION LIPIDICA DE LA DIETA

La influencia de la nutricion sobre el proceso de envejecimiento y
diversas patologias parece cada vez mas evidente. En concreto, una alteracién
cronica en el patron lipidico de la dieta, podria generar una enfermedad
cardiovascular, reduciendo asi la expectativa de vida del individuo.

El efecto de la dieta sobre el organismo, se manifiesta a través de los
procesos asociados a la generacion de ROS, aunque no se descartan otras

agresiones celulares. Como ya hemos demostrado, la RC podria tener efectos
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terapeuticos beneficiosos para luchar contra ROS y en consecuencia aplicarse
como terapia antienvejecimiento en la poblacion humana.

Pero el componente graso de la dieta condiciona de manera importante
los parametros bioquimicos celulares, especialmente en la membrana
mitocondrial (Mataix et al. 1998; Quiles et al. 1999a). La importancia del tipo de
acidos grasos de la dieta reside en el hecho de que las membranas biologicas
son capeces de adaptar la composicion de sus fosfolipidos a la grasa ingerida
de forma mayoritaria (Huertas et al. 1991b; Ochoa-Herrera et al. 2001). De esta
manera el sistema de transporte electronico mitocondrial se adapta al tipo de
grasa de la dieta, con mayor o menor respercusion sobre los diversos
complejos del sistema. (Huertas et al. 1991a; Quiles et al. 2001; Battino et al.
2002b) Es estrés oxidativo esta relacionado con la composicion lipidica de las
membranas, de forma que una fuente grasa poliinsaturada como el aceite de
soja o de pescado generara membranas mas susceptibles al dafio oxidativo
que una fuente saturada (grasa animal) o monoinsaturada como el aceite de
oliva. Estas cracteristicas han sido demostradas en numerosas publicaciones
empleando modelos animales y humanos (Quiles et al. 1999b; Ramirez-Tortosa
et al. 1999; Battino et al. 2002a; Ochoa et al. 2002; Quiles et al. 2002). Por
tanto, la eleccidn del tipo de aceite empleado en nuestra alimentacion, regula

en cierto modo la longevidad de los distintos 6rganos a lo largo de la vida.

2.1. ACIDOS GRASOS ESENCIALES

Los acidos grasos esenciales para el organismo humano son el acido
linoleico, precursor de la serie n-6, y el acido a-linolénico, precursor de la serie
n-3. Ambos son sintetizados en los organismos vegetales mediante reacciones
quimicas vinculadas indirectamente con la sintesis de clorofila (Calder 2004;
Moyad 2005), en la que intervienen desaturasas que no son sintetizadas por
los animales, y por lo tanto son incapaces de insertar un doble enlace en las
posiciones n-6 y n-3 de la cadena hidrocarbonada del acido graso (Roche
1999; Nakamura and Nara 2003; Smith et al. 2004). Sin embargo, ya en los
afios 30 se demostré que estos acidos grasos son esenciales en los
mamiferos. Las deficiencias de estos acidos poliinsaturados se manifiestan en

el organismo con fenotipos caracterizados por una reduccion de del peso del
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cerebro y del cuerpo, cambios en la piel, infertilidad, pérdida de tonificaciéon
muscular, cambios degenerativos renales, pulmonares y hepaticos, aumento de
la susceptibilidad a infecciones, asi como cambios de comportamiento (Smith
et al. 2004).

El grado de instauracion de los acidos grasos influye en la fluidez de la
membrana pero ademas influye en la facilidad a la oxidacion. Los PUFA son
muy oxidables. Su peroxidacion afecta seriamente a la integridad de la
membrana y a las funciones que desempena. Sin embargo hay que destacar
que estos los acidos poliinsaturados contribuyen significativamente a las
propiedades biofisicas de las bicapas de fosfolipidos proporcionando un
entorno apropiado para las actividades de las proteinas asociadas a
membrana. En general, los acidos grasos de la serie n-6 estas asociados a una
influencia beneficiosa sobre las enfermedades cardiovasculares, via proceso
inflamatorio (Sacks and Campos 2006). Los acidos grasos n-3 son
componentes estructurales de todas las membranas pero especialmete
abundantes en retina y cerebro, donde el DHA constituye mas del 26% del total
de acidos grasos (SanGiovanni and Chew 2005; McNamara and Carlson 2006).
Se ha demostrado que niveles elevados de DHA en madres, tras un consumo
de pescado en el embarazo, esta relacionado con el desarrollo de nifo,
favoreciendo el caracter visual y cognitivo (Helland et al. 2003; Oken et al.
2004; Innis 2005; Oken et al. 2005; Cheatham et al. 2006). De nuevo, la serie
n-3 manifiesta una potente accion protectora contra las enefermedades
cardiovasculares, y ademas desdérdenes psiquiatricos (Logan 2004; McNamara
and Carlson 2006), transtornos inmunes como lupus o neuropatias (MaclLean
et al. 2004), funcidn cerebral (Chalon 2006; Freemantle et al. 2006), la
enfermedad de Crohn (Connor 2000), diversos canceres (Larsson et al. 2004;
Hooper et al. 2006; MacLean et al. 2006), la osteoporosis (Fernandes et al.
2003), el asma y patologias alérgicas (Prescott and Calder 2004) y la artritis
reumatoide (Rennie et al. 2003).

La composicién de acidos grasos en las membranas celulares y en
particular la cantidad relativa de n-6 y n-3 produce cambios significativos en la
funcién celular (Bakewell et al. 2006). Por lo tanto una éptima funcion tisular
requiere de un suministro adecuado de poliinsaturados a través de la dieta para

que puedan ser incorporados en las membranas celulares. Por otro lado las
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células necesitan mantener un equilibrio entre los acidos grasos n-3 y n-6 de la
dieta (Smit et al. 2004), debido a su diferente papel biolégico. Puesto que las
elongasas y desaturasas de nuestro organismo actuan indistintamente sobre
los acidos grasos de cualquiera de las series, se crean fendmenos de
competencia entre ellas. Aunque tienen afinidad por los acidos grasos mas

insaturados (serie n-3) (Nakamura and Nara 2003).

3. EL COENZIMA Q: ESTRUCTURAY FUNCION

El coenzima Q (ubiquinona, Q o CoQ) fue detectado por primera vez en
los lipidos insaponificables de mucosa intestinal de caballo (Festenstein et al.
1955) y fue dos afos después cuando Crane y colaboradores (Crane et al.
1957) lo aislaron de las mitocondrias de corazén de ternera y observaron su
capacidad redox, asi como su presencia en los complejos de la cadena de
transporte de electrones y fosforilacion oxidativa de la cadena respiratoria. En
1958, Wolf (Wolf 1958) determind su compleja estructura (2,3-dimetoxi-5-metil-
6-poliprenil-1,4-benzoquinona), tratandose de un compuesto lipidico formado
por un anillo benzoquindnico con propiedades redox conectado a una cadena
larga isoprenoide (Figura 1), lo cual requiere una localizacién especifica dentro

de las membranas biologicas (Turunen et al. 2004).

A El CoQ se localiza
rincipalmente en la mitocondria
0. )Lx,f‘:'"’ p p
HsC .

donde ademas de ser componente

HsC S ) . . .
\H/-\- P esencial en la  respiracion
J (Trumpower 1990), también
Coenzima Q interviene en la B-oxidacion de los
Figura 1. Estructura quimica del CoQ acidos grasos (Frerman 1988),

sintesis de uridina (Nagy et al.
1992; Nagy et al. 1995), como cofactor de la proteinas descoplantes de la
bomba de protones mitocondrial (Echtay et al. 2000; Echtay et al. 2001) y
regulador de las propiedades fisicoquimicas de la membrana y como regulador

de la disfuncion endotelial via incremento de Oxido nitrico. (Turunen et al.
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2004). Se han descrito también otras funciones como la de transportador de
electrones en otros sistemas redox asociados a membranas, como el complejo
de Golgi (Crane and Navas 1997) y la membrana plasmatica (Sun et al. 1992;
Villalba et al. 1995; Santos-Ocana et al. 1998b).

A parte de su funcién redox en la cadena de transporte de electrones
(Crane et al. 1957), este lipido en su forma reducida (ubiquinol) actia como un
potente antioxidante en diversas membranas y lipoproteinas plasmaticas
(Ernster and Dallner 1995; Navarro et al. 1998) que reacciona de forma directa
contra radicales de oxigeno y lipoperéxidos para prevenir el dafio a moléculas
en diferentes tejidos y compartimentos celulares o de forma indirecta a través
del reciclado de otros antioxidantes lipidicos como la vitamina E (Thomas et al.
1996), o hidrosolubles como la vitamina C o acido ascoérbico. Esta funcion es
de gran relevancia desde que es conocido como el unico antioxidante lipofilico

endogenamente sintetizado en todos los organismos.

3.1. ESTRUCTURAY PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

El CoQ es un lipido hidrofébico compuesto por un anillo benzoquindnico
doblemente hidroxilado en las posiciones 1,4, y unido en la posicion 3 a una
cadena lateral de isoprenos. El numero de unidades de isopreno que
componen la cola hidrofébica determina el tipo de coenzima Q. Asi, nos
podemos encontrar con 6 unidades (CoQs) en Sacharomyces cerevisiae, 8
unidades (CoQg) en Escherichia coli, 9 unidades (CoQg) en Caenorabditis
elegans y 10 unidades (CoQ1o) en Schizosaccharomyces pombe. Sin embargo
la especificidad no es completa, pues podemos encontrarnos con ciertos
organismos que producen distintas variedades (aunque en proporciones
distintas), como en el caso de CoQg y CoQ1o en roedores y humanos y en
Pneumocystis que produce CoQ7, CoQsg, CoQg y CoQ1o (Basselin et al. 2005).

Por otro lado el CoQ, en funcion del estado de oxido-reduccion en el que
se encuentre en las membranas, se denomina de distinta manera (Figura 2 ).
Asi en su estado oxidado se le denomina ubiquinona, presentando dos grupos
cetdnicos en posicion para, que se transforma en semiquinona cuando se

reduce uno de ellos aceptando un electron, o ubiquinol cuando acepta los dos
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electrones, presentando dos grupos hidroxilo y actuando como un potente
antioxidante.

0 o
o] CH e ~ J\/"CH's
He™ | ? \ HC” K/r” '
HI&CK\D | T H.scxo_ ‘“j/\
Ubiquinona (CoQ) Semiquinona (CoQH-)
f/,{l': e+ H
/

CH
Hsc J/OU |
HsC
5 K\'O "

OH

Ubiquinol (CoQH )

Figura 2. Quimica redox del coenzima Q

La cadena isoprenoide ademas determina la solubilidad de CoQ, siendo

mas soluble en solventes polares cuando menos numeros de isoprenos formen
la cadena.

3.2. FUNCIONES DEL COENZIMA Q

3.2.1. FUNCIONES MITOCONDRIALES

3.2.1.1.  Transporte de electrones

El coenzima fue descubierto en 1955 por Festenstein.(Festenstein ef al.
1955). Seis afios después Mitchell (Mitchell 1975) incluyé al CoQ en su teoria
quimiosmotica de la conversion de la energia, como componente esencial en la
respiracion celular. Esta teoria hipotetizaba un flujo de electrones desde el
NADH (dinucleétido de nicotinamida adenina) o el succinato hasta el oxigeno

molecular en la cadena respiratoria, llevando consigo una liberacion gradual de
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energia y generacion de un gradiente de protones a través de la membrana

interna de la mitocondria para la sintesis de ATP (adenosina trifosfato)

mediante la ATP sintetasa. Estudios metabdlicos usando inhibidores de la

cadena de transporte permitieron conocer los complejos de ésta. Mitchell

(Mitchell 1975) atribuyé al CoQ la capacidad de transferir electrones desde los

complejos | 6 Il hacia el complejo Il y postulo las propiedades de la ubiquinona

en funcion de tres atributos:

o En condiciones fisiolégicas, la reduccion de la ubiquinona a ubiquinol

implica el intercambio de dos electrones y dos protones, permaneciendo la
molécula neutra.

El caracter hidrofébico del CoQ lo mantiene confinado en las membranas.
Su estructura permite la difusion a través de la bicapa lipidica y la buena
accesibilidad de la cabeza polar a los bordes de la interfase membrana-
agua (Braun et al. 1986; Warncke et al. 1994).

La difusién del CoQ conecta complejos redox de forma lateral y también
pone en contacto las fases acuosas de ambos lados de la membrana

mediante el intercambio de protones.

ESPACIO H - e
H*  INTERMEMBRAMA g Gitocramo ¢

MATRIZ

M

Succinate Fumarato

2H* + + O,

H,0

M

MNADH MAD+
+ H*

ADP  aTp

Figura 3. Transporte electronico de la membrana interna mitocondrial
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3.2.1.2.  Los complejos mitocondriales

El transporte de electrones de la membrana interna mitocondrial se lleva
a cabo a través de cinco complejos como se observan en la figura.
Complejo | o NADH-ubiquinona oxidorreductasa. EL NADH cede dos
electrones a una molécula de CoQ que se reduce y capta dos protones (H") de
la matriz. La energia liberada permite la transferencia de 4 H* desde la matriz al

espacio intermembrana.

Complejo Il o succinato-ubiquinona oxidoreductasa. El succinato dona dos
electrones a una molécula de CoQ reduciéndola, que toma a su vez dos
protones de la matriz. En este caso no hay transferencia de ningun protén al

espacio intermembrana.

Complejo [l o ubiquinol citocromo c oxidoreductasa . Dos electrones
donados por el ubiquinol (QH;) reducen dos moléculas de citocromo c, llevando
consigo una transferencia de dos protones al espacio intermembrana. CoQ se
oxida liberando otros dos protones mas a espacio intermembrana, por lo tanto
por cada molécula de CoQ que llega al complejo lll, son transferidos 4 H* hacia

el espacio intermembrana.

Complejo IV o citocromo ¢ oxidasa.  Un electron donado por el citcromo c
reduce una molécula de oxigeno. Se requieren 4 moléculas de citocromo ¢ que
reduzcan una molécula de oxigeno y forme una molécula de agua. Es este

proceso se transfieren 4 protones al espacio intermembrana.

Complejo V o ATPasa mitocondrial.  La transferencia de protones a través de
los complejos de la cadena respiratoria crea una gradiente electroquimico entre
la matriz y el espacio intermembrana. El complejo V coduce el paso de
protones de nuevo hacia la matriz catalizando la formacién de un enlace de alta

energia, en forma de ATP, a partir de ADP y una molécula de fosfato.
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3.2.1.3.  Proteinas desacoplantes

El CoQ tiene en la mitocondria otras funciones que no estan
directamente relacionadas con la cadena de transporte de electrones como la
de cofactor para la funcion de proteinas desacoplantes (UCPs). Las UCPs son
proteinas de la membrana interna mitocondrial cuya funcién bioldgica es la
disipacién controlada del gradiente de protones originado en la cadena de
transporte de electrones en forma de calor sin produccion de ATP. Este
mecanismo disipador de energia es usado por los mamiferos en la grasa parda
para mantener la temperatura corporal en situaciones de bajas temperaturas.

Recientemente se ha descrito que las UCPs juegan un papel importante
en el control de secrecion de insulina y en la reduccién de la produccién de
especies reactivas de oxigeno, permitiendo un mecanismo adicional de
defensa frente al extrés oxidativo (Zhang et al. 2001). En ausencia de CoQ la
proteina Ucp1p en los lisosomas de E.coli es incapaz de permitir el transporte
de protones, recuperando su funcionalidad al afiadir CoQ a las membranas en
presencia de acidos grasos (Echtay et al. 2001).

3.2.1.4. Poro de transicién de la permeabilidad mitocondrial
(PTPm)

Esta proteina forma un canal de transicion de la membrana interna
mitocondrial sensible a Ca®* y juega un papel importante en diferente modelos
de muerte celular (Marzo et al. 1998). La permeabilidad del poro esta
fuertemente regulada; y el calcio y varias quinonas actuan como inductores,
inhibidores o inactivadores. Diversos estudios han demostrado que la longitud
de la cola isoprenoide de los analogos de CoQ (Fontaine et al. 1998) modula la
permeabilidad. EI CoQqo, con una cadena larga de isoprenos induce el cierre
del canal, impidiendo la despolarizacion del potencial de membrana evitando la
deplecion de la produccion de ATP, activacion de la caspasa-9 y la
fragmentacion del ADN en queratinocitos, sefial de apoptosis (Vincent et al.
2004).
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3.2.1.5.  Aceptor final en la sintesis de novo de pirimidinas

El CoQ actua como aceptor de electrones en la sintesis de novo de
pirimidinas por la via del orotato (Jones 1980; Nagy et al. 1992). EIl
dihidroorotato es formado en el citosol a partir de n-carbamil aspartato, a través
de la dihidroorotasa. Este entra en la mitocondria, y a través de una enzima de
la membrana interna mitocondrial, la dihidroorato deshidrogenasa, se
transforma en orotato, cediendo dos electrones a CoQ que pasa a su estado
reducido, ubiquinol. El orotato vuelve al citosol y tras varias reacciones
catalizadas por la OMP-sintasa (Orotato fosforibosil transferasa) y la uracil

monofosfato sintasa, se transforma en uracil monofosfato.

3.2.2. FUNCIONES EXTRAMITOCONDRIALES

El coenzima Q, ademas de en la mitocondria, se localiza en otras
membranas extramitocondriales, como en la membrana plasmatica (Santos-
Ocana et al. 1998b), en el aparato de Golgi y lisosomas (Kalen et al. 1987;
Takahashi et al. 1993); y granos azurdfilos de los neutréfilos (Mollinedo and
Schneider 1984; Segal and Abo 1993).

3.2.2.1. Sistema redox de la membrana plasmatica

De manera andloga a la mitocondria, la membrana plasmatica es
también una estructura activa desde el punto de vista redox (Villalba JM 2001.).
El sistema de transporte electronico asociado a la membrana plasmatica esta
basado principalmente sobre la participacion de diferentes NAD(P)H-
deshidrogenasas que aceptan electrones del NAD(P)H citosdlico para reducir al
CoQ, estando presente en la membrana plasmatica a niveles comparables con
los de la mitocondria (Kalen et al. 1987; Takahashi et al. 1993). En la
membrana plasmatica, la NADH-citocromo bs reductasa (NADH-AFR
reductasa) puede reducir el CoQ a través de un mecanismo de 1 electron
(Nakamura and Hayashi 1994), estando esta enzima implicada en el
mantenimiento de los niveles basales de CoQ reducido en condiciones
normales (Navarro et al. 1995). Ademas, la enzima NQO1 puede reducir el

CoQ a través de un mecanismo de dos electrones (Li et al. 1995),
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particularmente bajo condiciones de estrés oxidativo (Navarro et al. 1998;
Navarro et al. 1999). Estos sistemas son responsables de la regeneracion de
CoQ reducido.

3.2.2.2. Estrés oxidativo. Funcién antioxidante.

Estrés oxidativo se le denomina al estado celular ocasionado por el
desequiibrio entre las moléculas prooxidantes, como las especies reactivas de
oxigeno (ROS), y las moléculas antioxidantes en beneficio de las primeras. Las
ROS se producen en la propia célula como consecuencia de la utilizacion del
oxigeno como aceptor de electrones en el metabolismo celular de los
organismos aerobios. Estas son capaces de reaccionar con diferentes
moléculas organicas que integran las estructuras vivas, desencadenando una
serie de procesos de activacion de sustancias antioxidantes que previenen o
reparan el dano causado llegando incluso a inducir como mecanismo de
defensa la muerte celular dirigida o apoptosis.

La membrana mitocondrial (Boveris and Chance 1973; Rolfe and Brown
1997) es el compartimento de mayor produccién de Oy (anion superdxido) y
H,O, (peréxido de hidrégeno) en la célula (Papa and Skulachev 1997;
Skulachev 1998). La formacién de ROS es dependiente del estado de
respiracion de forma que cuando el potencial de membrana es alto y los niveles
de ADP (adenosin difosfato) son bajos, los niveles de ROS aumentan. Otra
fuente de ROS es la produccion de H,O, por la monoamina oxidasa en la
mitocondria, las flavina oxidasas en los peroxisomas y la fuga de electrones
desde el citocromo P-450 en el reticulo endoplasmico (Chance et al. 1979;
Halliwell and Gutteridge 1984; Cadenas et al. 1992).

Las especies reactivas de oxigeno son capaces de danar a los lipidos,
proteinas y ADN. La peroxidacion lipidica se inicia con la pérdida de un
hidrégeno en un grupo metilo de una acido graso poliinsaturado. A partir de
aqui puede reaccionar con otras macromoléculas desestabilizandolas. La
oxidacion proteica afecta a los residuos aminoacidicos formando radicales
hidroxilo (Stadtman 1990; Stadtman and Berlett 1991). Su propagacién puede
darse dentro de la propia proteina e incluso en otros lipidos. Es mas, la
oxidacion de las proteinas de membrana se debe también a los radicales libres
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derivados de la peroxidacion lipidica (Forsmark-Andree et al. 1995). Las
proteinas dafadas son reconocidas por proteasas especificas y son
degradadas completamente a aminoacidos. La sintesis de novo es el unico
mecanismo de reparacion de proteinas (Grune et al. 1997; Ullrich et al. 1999).

Debido a la elevada tasa de generacién de ROS en la mitocondria, la
falta de proteccion de histonas y la limitada habilidad de reparaciéon, el ADN
mitocondrial tiene una exposicion diez veces mayor al dafo oxidativo que el
ADN nuclear (Ozawa 1997). Existen dos mecanismos enzimaticos de
reparacion del ADN llevados a cabo por la ADN polimerasa y ADN ligasa
(Wood 1996).

Los antioxidantes son agentes enzimaticos y no enzimaticos capaces de
eliminar o prevenir la formacion de ROS. Dentro de las enzimas antioxidantes
se encuentran la superoxido dismutasa y varias peroxidasas tales como la
glutation peroxidasa, catalasa, tioredoxin reductasa y peroxiredoxina (Holmgren
and Bjornstedt 1995; Wood et al. 2003). Los agentes no enzimaticos incluyen a
la vitamina C y E, carotenoides, glutation, a-acido lipoico, flavonoides y la forma
reducida de CoQ (ubiquinol). Una forma de como las células responden al
estrés oxidativo es incrementando la transferencia de electrones a través de la
membrana plasmatica para reducir oxidantes extracelulares con equivalentes
de reduccion intracelulares, principalmente el NAD(P)H y el ascorbato (May
and Qu 1999; del Castillo-Olivares et al. 2000). Otra es manteniendo el
coenzima Q en su estado reducido.

El CoQ reducido de la membrana plasmatica es un potente antioxidante
que protege los lipidos frente al dafio oxidativo (Frei et al. 1990; Stocker et al.
1991), y mantiene otros antioxidantes en sus formas reducidas (Kagan et al.
1990; Beyer 1994; Santos-Ocana et al. 1998a). Bajo condiciones de estrés
oxidativo, el sistema antioxidante dependiente del CoQ puede activarse en la
membrana plasmatica de higado de rata debido al incremento de CoQg, CoQ1o
y de citocromo bs reductasa, asi como por la translocacién de NQO1 soluble
hacia la membrana plasmatica (Navarro et al. 1998; Navarro et al. 1999). Por
tanto, la cadena de transporte electronico de la membrana plasmatica y el CoQ
interaccionan para proteger la célula del estrés oxidativo.

La oxidacién de las proteinas de membrana puede también ser

prevenida por CoQ reducido (Forsmark-Andree et al. 1995; Forsmark-Andree et
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al. 1996; Forsmark-Andree et al. 1997). La oxidacién del ADN medida por la
formacion de 8-hidroxideoxiguanosina en las mitocondrias de higado de raton y
la rotura de las hebras de ADN en linfocitos humanos es también prevenida
por la administracion de CoQH> tanto in vitro como in vivo (Ernster and Dallner
1995; Tomasetti et al. 1999; Tomasetti et al. 2001)

Es importante sefalar que, mientras que los incrementos en CoQ
pueden tener efectos antioxidantes beneficiosos, el CoQ puede también actuar
como prooxidante, de modo que un incremento excesivo en su contenido
podria ser deletéreo (James et al. 2004; Rodriguez-Aguilera et al. 2005). Se
requieren estudios adicionales para determinar hasta qué punto la RC altera el
contenido mitocondrial de CoQ, la evolucién temporal de tales cambios, y la
distribucién tisular de los mismos.

En condiciones de alto poder reductor en el citosol, el CoQ presente en
la membrana plasmatica reduce compuestos extracelulares estabilizando el
ascorbato presente en el medio. Una vez oxidado, el estado ubiquinona se
regenera por medio del NADH (Gomez-Diaz et al. 1997). Esto no es mas que
una un sistema de proteccion frente a oxidantes extracelulares usando
equivalentes de reduccion citosdélicos. De hecho este papel junto con el papel
de reduccion del radical tocoferilo para regenerar tocoferol en la bicapa lipidica
(Stocker et al. 1991) es un modelo de proteccidn antioxidante donde el CoQ
protege tanto la fase acuosa como a la fase lipidica de la célula frente a

compuestos oxidantes.

3.2.2.3. CoQ y apoptosis

Ademas de actuar como antioxidante, la reduccion de CoQ por el
sistema redox de la membrana plasmatica puede también desempefiar un
papel en la apoptosis. La ceramida se produce por una esfingomielinasa neutra
dependiente de Mg®* localizada en la membrana plasmatica. Se cree que esta
produccion de ceramida es importante disparando la apoptosis en respuesta a
la exposicion de diversos factores de estrés (Navas et al. 2002; Navas and
Manuel Villalba 2004). EI CoQ reducido puede actuar como un eficaz inhibidor
de la esfingomielinasa neutra de la membrana plasmatica (Martin et al. 2001;

Martin et al. 2002) y, por tanto, probablemente ejerce un efecto opuesto a la
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apoptosis. EI CoQ también parece inhibir la activacion de la caspasa-3,
presumiblemente disminuyendo la produccién de ceramida (Navas et al. 2002).
Por tanto, la estimulacion del sistema redox de la membrana plasmatica por la
RC podria también contribuir a una extension de la longevidad mediante la

inhibiciéon de al menos un factor que contribuye a la apoptosis.

4. DISTRIBUCION DEL COENZIMA Q

Las distintas funciones de la ubiquinona como componente lipofilico
esencial en la cadena de transporte de electrones asi como el papel que
desempefia sobre la bioenergética mitocondrial, el efecto sobre la fluidez de
membrana y su funciéon protectora sobre los fosfolipidos de membrana
susceptibles de peroxidacion hacen de la distribucion de coenzima Q un
elemento importante para determinar sus efectos.

La identificacion de ubiquinona mediante cromatografia HPLC ha
resultado ser un método relativamente sencillo y sensible para la cuantificacion
de este lipido consiguiendo una maxima resolucién (lkenoya et al. 1981). La
cuantificacion en base a la maxima absorcion a 275 nm es muy ventajosa, pues
no existen otros lipidos o contaminantes que interfieran en esta region.
Numerosos articulos cientificos basados en esta técnica han demostrado que
la distribuccion de CoQ no es homogénea en la membrana (Saito et al. 2009),

asi como tampoco lo es a nivel celular o tisular ni entre especies.

4.1. LOCALIZACION INTRAMEMBRANOSA

Los lipidos sintetizados a

través de la via del mevalonato
alteran las propiedades de las W
membranas. La cadena de CoQ

se encuentra localizada en la

region central e hidrofébica de . P
9 Figura 4. Localizacion intramembranosa del CoQ
la membrana, entre la bicapa

de fosfolipidos (Cornell et al. 1987). El anillo benzoquinona del CoQ con
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propiedades redox, se localiza en la superficie de la membrana externa o
interna, dependiendo de su requerimiento funcional (figura 4 ). La cadena
lateral desestabiliza la membrana, incrementando su fluidez y permeabilidad. Si
la membrana fuera deficiente en isoprenos, podrian traer consecuencias
funcionales deletéreas debido a que no alcance una fluidez 6ptima para ejercer

adecuadamente sus funciones celulares.

4.2. DISTRIBUCION CELULAR

La ubiquinona se ubica en la membrana mitocondrial interna en
mayor concentracion que otros componentes de la cadena de transporte de
electrones. Una tasa normal de respiraciéon requiere el mantenimiento de unos
niveles elevados de ubiquinona, de forma que una bajada de esos niveles
podria alterar el mantenimiento normal de esta funcion. La ubiquinona ademas
esta presente en todas las membranas celulares como la membrana
plasmatica (Fernandez-Ayala et al. 2005), endomembranas y lipoproteinas del
suero (Kalen et al. 1987; Takahashi et al. 1993) actuando como un potente
antioxidante (Villalba 2000).

La presencia de CoQ en las membranas extramitocondriales sugiere la
existencia de un mecanismo de sintesis y distribucion definido entre las
membranas. La mitocondria contiene la mayoria de enzimas de la via de
sintesis (Jonassen 2000; Jiang et al. 2001) pero se ha comprobado que en el
reticulo endoplasmico y en las vesiculas de Golgi también aparece actividad
enzimatica, incluso en peroxisomas (Kovacs ef al. 2002; Tekle et al. 2002). La
presencia de sefales diana mitocondrial en los genes de sintesis de CoQ vy la
localizacion de esas proteinas en la mitocondria y no en el resto de organulos,
sugieren que la biosintesis se completa en la mitocondria desde donde el CoQ
es transportado a las otras membranas dentro de la célula. Estudios recientes
en células humanas (HL-60) apoyan esta hipétesis, al observar que la primera
localizacion del CoQ endogeno se da en la mitocondria y que mediante una via
endo-exocitica se distribuye a lo largo de las membranas extramitocondriales,
asi como el CoQ exdgeno es incorporado a la fraccidn endo-lisosomal y
transportado posteriormente a la mitocondria siguiendo la via antes

mencionada (Fernandez-Ayala et al. 2005).
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La heterogeneidad de CoQ parece ser requerida para realizar su funcién
antioxidante (Matsura et al. 1991), siendo mayor su potencial antioxidante
cuanto mayor numero de isoprenos disponga la cadena lateral. En cambio, los
ensayos muestran lo contrario, al menos en cerebro de rata donde una tercera
parte de CoQ posee residuos de 10 isoprenos, siendo el patron de distribucion
idéntico en distintas regiones y también en organelas subcelulares (Zhang et al.
1996). Al contrario que en estos ensayos, en otros casos se ha comprobado
que el tipo de CoQ es relevante en la activacion de UCPs asi como que la
regulacion del poro PTP tiene un requerimiento de CoQ selectivo (Echtay et al.
2001; Walter et al. 2002). En células del ganglio dorsal de rata infectadas con
paramixovirus (virus de pareras) se observaba una reduccion de los niveles de
CoQg y CoQqp ocasionando una degeneracion neuronal (Edlund et al. 1994).
Estas células eran recuperadas por adicion de CoQ1o en el cultivo pero no de
CoQg.

4.3. DISTRIBUCION TISULAR

La forma de CoQ predominante en ratas es la que contiene nueve
residuos en su cadena lateral (CoQg), aunque también presenta niveles
relativamente elevados de CoQ+ (Aberg et al. 1992). Su distribucién en varios
organos es bastante distinta del resto de lipidos sintetizados a partir de la via
del mevalonato. En cerebro, pancreas y pulmoén, los niveles de ubiquinona son
similares en ratas y humanos, pero en la mayoria de los otros érganos en
humanos las cantidades son considerablemente mas bajas que aquellas
observadas en rata (Rousseau and Varin 1998). En humanos, el CoQg
constituye el 2-5 % del total de ubiquinona, siendo CoQq la forma
predominante. Los niveles de ubiquinona son determinantes en un gran
numero de patologias.

En ratones, el contenido de CoQ medido en homogenados de diferentes
tejidos varia incluso hasta 100 veces, siguiendo el orden:
rindn > corazon > esqueleto > musculo > cerebro > higado (Lass et al. 1999b;
Lass and Sohal 2000). Las concentraciones de CoQ en la mitocondria también
variaban en los distintos tejidos, siendo el corazén el érgano que contenia

niveles 3.6-, 3.3-, 2.7- y 1.5-veces mas elevados que los observados en riion,
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higado, cerebro y musculo esquelético respectivamente (Sohal and Forster
2007).

4.4. DISTRIBUCION A NIVEL DE ESPECIE

Las variaciones encontradas en el contenido de CoQ y el ratio
CoQy/CoQ1p a nivel de tejido hizo cuestionarse si estos cambios eran
fisiolégicamente significativos afectando a las funciones mitocondriales. Un
estudio realizado en mitocondrias aisladas del corazén de nueve especies de
mamiferos mostraba una evidente diferencia en la distribucion de los
homologos de CoQ a nivel de especie pero ademas la tasa de generacion de
O-, se correlacionaba directamente con el contenido mitocodrial de CoQg e
inversamente con el contenido de CoQ1 de todas las especies de mamifero
estudiadas (Lass ef al. 1997)

El contenido total de CoQ (CoQg + CoQ1¢) de cada mamifero variaba un
factor de dos veces al comparase con el resto siguiendo este orden:
caballo = raton = vaca = oveja = cabra > rata > cerdo = conejo > cobaya, sin
embargo el ratio CoQ1¢/CoQg variaban hasta 60 veces entre especies. El
contenido total de CoQ no se relacionaba significativamente con la longevidad
maxima de cada especie pero curiosamente el contenido de CoQg era
inversamente y el contenido de CoQio directamente correlacionado con la
longevidad maxima de cada especie. En especies menos longevas como el
raton o rata, casi el 90% del contenido de CoQ mitocondrial era CoQg mientras
que el cobaya mantenia unos niveles equilibrados entre los dos homodlogos de
CoQ. En la mitocondria de especies mas longevas, como el conejo, cerdo,
cabra, oveja, vaca y caballo, el contenido de CoQ1o era la forma predominante,
constituyendo el CoQg un 1,3-4,0 % del contenido total de ubiquinona (Sohal
and Forster 2007).
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5. BIOSINTESIS DE COENZIMA Q

La ruta biosintética de CoQ en eucariotas ha sido caracterizada
mediante los intermediarios acumulados en cepas de mutantes deficientes en
CoQ en Saccharomyces cerevisiae (Meganathan and C 1996
; Jonassen et al. 2001; Turunen et al. 2004). La biosintesis de CoQ comienza
con la formacién de acido hidroxibenzoico al que se le une una cola lipidica
poliisoprenoide (Olson and Rudney 1983; Pennock 1983).

Este lipido es el producto de dos vias biosintéticas diferentes: la sintesis
de 4-hidroxibenzoato (4-HB), derivado del metabolismo de la tirosina
(aminoacido esencial en mamiferos) y la sintesis de la cadena lateral de
isoprenos que comienza con la conversion de acetil-coenzima A (CoA) a través
de la ruta de mevalonato, en farnesil pirofosfato (FPP). (Grunler et al. 1994).
Entonces la trans-prenil transferasa (Coq1p) cataliza la condensacion de FPP
con varios IPPs (isopentenil pirofosfatos), todos en configuracion trans, para
formar la cadena larga isoprenoide (Turunen et al. 2004). Este enzima es por lo
tanto el responsable de determinar el tipo de CoQ por el numero de isoprenos
que une a la cadena. Estas dos vias convergen en un paso terminal, donde 4-
HB y poliprenil pirofosfato son unidos mediante una reacciéon de condensacion
catalizada por la enzima poliprenil 4-hidroxibenzoato transferasa (Coq2p),
originando una molécula intermediaria denominada  poliprenil  4-

hidroxibenzoato.

Figura 5. Ruta de biosintesis del CoQ. El dimetilalil (2) e isopentenil difosfato (3)
son los precursores del poliprenil difosfato (4), catalizado por Coqlp (eucariotas) o Ispb
(E.coli). Después de la formacion de 3-poliprenil-4-hidroxibenzoico (5), que en
S.cerevisiae es HHB o 3-hexaprenil-4-hidroxibenzoato, por la accién del &cidop-
hidroxibenzoico:poliprenil transferasa (Cog2p o UbiA), las rutas biosistéticas de CoQ
propuestas en eucariotas y procariotas divergen. Los demas intermediarios de la ruta
son 2-poliprenilfenol  (6); 2-poliprenil-6-hidroxifenol  (7); acido 3,4-dihidroxi-5-
poliprenilbenzdico (8); acido 3-metoxi-4-hidroxi-5-poliprenilbenzoico (9); 2-poliprenil-6-
metoxifenol (10); 2 poliprenil-6-metoxi-1,4-benzoquinol (11); 2-poliprenil-3-metil-6-metoxi-
1,4-benzoquinol o 5-demetoxiubiquinol (12); 2-poliprenil-3-metil-5-hidroxi-6-metoxi-1,4-
benzoquinol o demetil-QH , (13) y coenzima QH ,. Los compuestos 11 y 13 son los
intermediarios hipotéticos en la ruta de biosintesis de S. cerevisiae , mientras que el
compuesto 7 pertenece a larutade E. coli.
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El orden de las subsiguientes reacciones de modificacion del anillo
aromatico es especulativo, pues unicamente algunos de los intermediarios de
estos pasos de sintesis han recuperado su actividad en cepas mutantes de
levaduras. Las modificaciones del anillo propuestas actualmente comienzan
con una hidroxilacion seguido de una O-metilacion y descarboxilacion para
formar el intermediario fendlico 6-metoxi-2-poliprenil. A continuacion son
requeridos dos pasos de hidroxilacion, una C-metilacion y una O-metilacion,

para generar completamente el CoQ.

Hasta el momento han sido identificados nueve grupos de
complementacion de mutantes de levaduras deficientes en CoQ (COQ1 a
COQ9) (Tzagoloff and Dieckmann 1990; Johnson et al. 2005). Los homologos
en mamiferos han sido identificados mediante homologia de secuencias. Las
proteinas cog2p, cog3p y coq7p complementaban la funcionalidad en mutantes
nulos de levadura (Vajo et al. 1999; Jonassen 2000; Forsgren et al. 2004),
indicando asi que la via de sintesis de Q esta conservada en humanos. Se
cree que todas la enzimas eucaridticas involucradas en la biosintesis de
ubiquinona son muy similares a las estudiadas en S. cerevisiae, excepto para
la trans-poliprenil difosfato sintasa (Kawamukai 2002; Okada et al. 2004). Este
enzima pertenece a la familia de trans-prenil transferasa de clase Il y
determina la longitud de la cadena isoprenoide del CoQ en microorganismos y
presumiblemente en mamiferos. Mientras que la clase | y Il producen cadenas
cortas y medias de isoprenos, las enzimas de clase Il unicamente producen
cadenas largas de isoprenos aunque aun no estan bien caracterizadas (Ogura
and Koyama 1998).

Los mutantes coq en levaduras son incapaces de crecer en fuentes de
carbono no fermentables tales como glicerol o etanol y crecen formando
colonias petite en presencia de glucosa. (Tzagoloff et al. 1975a; Tzagoloff et al.
1975b). La caracteristica peculiar de estos mutantes es que son defectivos en
la actividad NADH-citocromo c¢ reductasa y succinato-citocromo ¢ reductasa en
mitocondrias aisladas de cada mutante coq, pudiendo recuperar esa funcion a
niveles comparables a los de una cepa silvestre por adicién de CoQ; (Tzagoloff

et al. 1975b; Johnson et al. 2005). También el CoQg exdgeno puede recuperar
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a los mutantes coq cultivados en medio liquido en condiciones aerobias,
recuperando la respiracion. (Jonassen et al. 1998; Do et al. 2001).

Actualmente se ha identificado un nuevo mutante coq en levaduras que
muestra defectos en la respiracion en Q dependiente de oxidacion de NADH y
succinato (Barros et al. 2005). Por otro lado, y en contra de los otros mutantes
(coq1-c0q9), el mutante coq10 practicamente posee niveles normales de CoQg,
sugiriendo que la proteina que codifica COQq no es requerida para la
biosintesis de CoQ. En cambio, el polipéptido Coq10p podria funcionar como
una chaperona de unién a CoQ en el transporte de electrones de la respiracién.

Mientras que a las proteinas Coq1p, Coqg2p, Coq3p, Coqgd5p, Coqbp, y
Coq7p se les asocia con funciones enzimaticas conocidas en la biosintesis de
Q (Jonassen et al. 2001; Gin et al. 2003), no esta aun claro si las otras
proteinas Coqg también poseen actividad enzimatica. Los polipéptidos Coq1p-
Coq9p se localizan en la mitocondria (Hsu et al. 1996; Dibrov et al. 1997;
Jonassen et al. 1998; Leuenberger et al. 1999; Belogrudov et al. 2001; Do et al.
2001; Gin et al. 2003; Gin and Clarke 2005; Johnson et al. 2005) .

5.1. PROTEINAS QUE INTERVIENEN EN LA SINTESIS DE
COENZIMA Q

Aunque los genes responsables de la parte final de la biosintesis de Q
han sido clonados en bacteria y levaduras, aun hay una limitada informacion
sobre las enzimas biosintéticas en mamiferos. A continuacion se citan cada
enzima por separado con los ultimos avances en organismos eucariotas que

nos aproximen a su posible funcién dentro de esta ruta biosintética.

5.1.1. Coqlp

En S.cerevisie este enzima cataliza la formacion de la cola isoprenoide
(trans-poliprenil difosfato sintasa). Esta codificada por el gen COQ7 (Ashby and
Edwards 1990), que es responsable de determinar la longitud de la cadena de
isoprenos especifica de especie (Okada et al. 1996). Estas enzimas forman
heterotretameros en Schizosaccharomyces pombe, en ratones y en humanos
(Saiki et al. 2003; Saiki et al. 2005). En otros organismos como bacterias,

plantas (Arabidopsis thaliana) (Jun et al. 2004) y otras levaduras (S. cerevisiae)
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la trans-prenil difosfato sintasa esta formada por un solo polipéptido. Los
componentes de COQ17 se denominan mSPS1 (solanesil difosfato sintasa) y
mDLP1 (D-less poliprenil difosfato sintasa) en raton (hDPS1, decaprenil
difosfato sintasa, y hDLP1 en humanos, respectivamente). Las distintas

isoprenil difosfato sintasas de eucariotas
contienen siete  motivos  altamente coqQil

conservados (Wang and Ohnuma 2000). La 5. pombe, ratan, humano
expresion de los homodlogos de COQ7 en
una amplia variedad de organismos permiten
restaurar la biosintesis de Q y la respiracion
en mutantes nulos de Coq1p en levaduras
(Okada et al. 1997; Jun et al. 2004).

La expresion de ambas subunidades

CoQ)y 0 CoQy

Figura 6. Esquema de COQ1 en
Schizosaccharomyces pombe

pombe, ratdbn y humanos restaura la ratonyhumano.

de la trans-poliprenil difosfato sintasa en S.

produccion de la enzima y sintesis de CoQ en los ensayos de
complementacién (Saiki et al. 2003; Saiki et al. 2005). Pero ademas se ha
demostrado que la especificidad de Coqlp esta conservada dentro su
secuencia génica pues la expresion cruzada de diferentes trans-prenil
transferasas altera la longitud de la cadena lateral en el CoQ (Okada et al.
1996). Las dos isoformas son necesarias para determinar la cadena lateral del
coenzima Q, aunque la isoforma mSPS1 (hDPS17) juega un papel mas
determinante que mDLP1 (hDLP1) (Saiki et al. 2005). Coq1p en S.cerevisiae se
encuentra periféricamente asociada con la membrana mitocondrial interna en el
lado de la matriz (Gin and Clarke 2005) .

5.1.2. Coqg2p

Este enzima, 4-hidroxibenzoato poliprenil-transferasa, posee una funcion
crucial, pues es responsable de la condensacion de la cadena lateral
isoprenoide con el anillo 4-hidroxibenzoato, generando el primer intermediario
de unidon a membrana, el acido 4-hidroxi-3-poliprenil benzoico. EI gen que
codifica este enzima en S.cerevisiae y Homo sapiens se denomina COQ2

(Ashby et al. 1992; Forsgren et al. 2004). Ortdlogos/homdlogos han sido
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aislados en otros eucariotas (Uchida et al. 2000; Okada et al. 2004; Ohara et al.
2006). Ensayos in vitro en higado de rata demostraron que su actividad esta
presente principalmente en la mitocondria (Momose and Rudney 1972). En
general, estos homdélogos no demuestran especificidad por la longitud de la
cadena que dispone el susbtrato isoprenil difosfato (Ashby et al. 1992,
Meganathan 2001; Okada et al. 2004; Gin and Clarke 2005). Sin embargo
dicha especificidad se ve afectada por la concentracion de Mg2+ en extractos
crudos de levadura (Ashby et al. 1992). Mediante estudios in vitro se ha
demostrado que el polipéptido es importado y enteramente procesado dentro
de la mitocondria (Leuenberger et al. 1999). Esta proteina se comporta como
una proteina integral de membrana asociada a la membrana mitocondrial

interna del lado de la matriz.

5.1.3. Coq3p

Este enzima, codificada por el gen COQ3, cataliza dos pasos de O-
metilacion en la ruta biosintética (Poon et al. 1999). El gen COQ3 fue
originalmente identificado en S. cerevisiae (Clarke et al. 1991) por su capacidad
en restaurar la biosintesis de CoQ y la respiracion en un mutante coq3 llamado
C39 (Tzagoloff et al. 1975b; Sippel et al. 1983). Los homdlogos funcionales de
este gen han sido también aislados en mamiferos (Marbois et al. 1994;
Avelange-Macherel and Joyard 1998; Jonassen 2000). La secuencia
aminoacidica de la proteina codificada por los homdélogos COQ3 en ratones, A.
thaliana, y humanos contiene 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) y requiere un cation divalente (Turunen et al. 2004). Como la mayoria de
los otros polipéptidos Coq, también presenta una secuencia de reconocimiento
de mitocondria en el extremo N-terminal. Ensayos in vitro (Hsu et al. 1996) y
estudios de localizacion subcelular (Poon et al. 1999) han demostrado que la
pre-proteina de Coq3p era importada y procesada a su forma madura dentro de
la mitocondria, en una via dependiente del potencial de membrana. Mediante

estudios de fraccionamiento submitocondrial se ha demostrado finalmente que
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se trata de una proteina periférica asociada a la matriz del lado de la
membrana interna mitocondrial (Poon et al. 1999).

La O-metiltransferasa Coq3p tiene especificidad por sustratos externos.
Este reconocimiento es una caracteristica que comparte con catecol-O-
metoiltranaferasa (COMT), la cual tiene numerosos sustratos fisioldgicos
incluyendo los precursores de la biosistesis de dopamina, ciertos esteroides y
neurotransmisores (Vidgren et al. 1999). Pero hay que tener en cuenta que la
secuencia de aminoacidos de COMT no guarda homologia con la de Coq3p de

levadura salvo en el motivo conservado metiltransferasa (Turunen et al. 2004).

5.1.4. Coqgdp

Al igual que el gen COQ3, el gen COQ4 de S.cerevisiae fue clonado al
comprobar su complementacion funcional en mutantes coq4 deficientes en
CoQ portando una mutacion localizada en E266K (C9-E1 o coq4-1)
(Belogrudov et al. 2001). La funcion enzimatica de Coqg4p, una proteina
periférica asociada a la membrana mitocondrial interna en el lado de la matriz
es aun desconocida (Belogrudov et al. 2001). Se especula que esta proteina
podria tener funciones de hidroxilacion o carboxilacion en los posbles pasos
aun no bien caracterizados de la biosintesis de CoQ. Su secuencia
aminoacidica no comparte secuencias significativas de homologia con otros
dominios proteicos de actividad conocida.

Resulta significativo el hecho de que los niveles basales de Coq3p y
Coq7p son disminuidos en mutantes nulos de cog4, recuperando la normalidad
en mutantes coq4-71(Belogrudov et al. 2001). Este resultado, junto con un
reciente trabajo que demuestra que el polipéptido nativo Cog4p co-migra con
Coq3p, Cog6 y Coq7 en un complejo de alto peso molecular (Marbois et al.
2005; Tran et al. 2006), indican que Cog4p posee un rol estructural en el

complejo polipeptidico de biosintesis de CoQ.

5.1.5. Coqg5p

Esta enzima, denominada 2-metoxi-6-poliprenil-1,4 benzoquinona
metiltransferasa, cataliza el unico paso de C-metilacién en la biosintesis de

CoQ, generando el intermediario 2-metoxi-5-metil-6-poliprenil-1,4-
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benzoquinona. En S.cerevisiae se codifica por el gen COQS. Fue aislado de
una genoteca de ADN gendmico de levadura debido a su capacidad por
restaurar la respiracion en mutantes de cog5 con mutaciones puntuales cog5-1
(Barkovich et al. 1997; Dibrov et al. 1997).

Se ha demostrado que la expresion de COQS esta regulada por
tratamientos de glicerol y acido oleico, observandose una mayor induccion
durante el crecimiento con acido oleico (Hagerman et al. 2002; Hagerman and
Willis 2002). EI ORF (marco abierto de lectura) de COQS5 porta cuatro
secuencias de motivos conservados en una larga familia de enzimas
metiltransferasas dependientes de AdoMet (Katz et al. 2003). Mediante analisis
in vitro se ha demostrado que la longitud de la cola isoprenoisde del CoQ no
juega un papel crucial en el reconociemiento a nivel de sustrato de la proteina
Cog5p. EI NADH es esencial para la actividad enzimatica 6ptima y es
mayoritariamente requerido para convertir la quinona en hidroquinona,
generando un nucledfilo para la transferencia de un grupo C-metilo. Se han
realizado ensayos de fraccionamiento submitocondrial que demostraron que la
proteina Coq5p esta periféricamente asociada con la membrana mitocondrial

interna del lado de la matriz (Baba et al. 2004).

Los mutantes cog5-2 y coq5-5, mantienen de manera significativa. los
niveles normales de los polipeptidos Coq3p, Cog4p, y Cog5p, mientras que
todas estas proteinas disminuian espectacularmente su expresion en E.coli
ubiE, un homodlogo de COQS (Lee et al. 1997). Estos resultados sugieren que
Coq5p es esencial para la estabilidad y la actividad de al menos dos de los
otros polipéptidos coq, y aportan evidencias genéticas para la formacion de un

complejo de polipéptidos coq en la biosisntesis de CoQ en levaduras.

5.1.6. Coqb6p

COQ6 no es un gen esencial para la viabilidad de las levaduras, pero es
requerido para su crecimiento en fuentes de carbono no fermentables (Gin et
al. 2003). A nivel de proteina, se encuentra ubicada en la mitocondria,

importada mediante una via dependiente del potencial de membrana y esta
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periféricamente asociada con la membrana interna de lado de la matriz (Gin et
al. 2003).

Todos los homdlogos de COQ6 en S. cerevisiae, H. sapiens, raton y
C.elegans contienen tres regiones conservadas (Gin ef al. 2003): de unién a
ADP (Wierenga et al. 1986), de un motivo de union a FAD/NAD(P)H (Eppink et
al. 1997), y de secuencia consenso que se une al motivo ribitil de FAD (Eggink
et al. 1990).

Debido a este tercer motivo conservado, se ha considerado a Coq6p una
proteina monooxigenasa dependiente de flavina responsable de afadir el grupo
hidroxilo al acido 4-hidroxi-3-poliprenil benzoico y/o 6-metoxi-2-poliprenil fenol,

en dos pasos de hidroxilacion aun no caracterizados en la biosintesis de CoQ.

5.1.7. Coq7p

El gen en levaduras COQ7/CATS fue aislado y caracterizada su funcion
como gen codificador de una proteina necesaria en la biosintesis de CoQ
(Tzagoloff and Dieckmann 1990; Marbois and Clarke 1996). Esta implicado en
la represién/desrepresién de catabolitos érganicos (Proft et al. 1995).en un
sistema que regula la transcripcion de los genes de la gluconeogénesis,
metabolismo alternativo de carbohidratos, y respiracién (Gancedo 1998). Por lo
tanto, se ha demostrado que los defectos en la regulacion de catabolitos en
mutantes de coq7, forman parte de un efecto secundario en la deficiencia de la
respiracion y podria ser recuperado con la adiccion de CoQg (Jonassen et al.
1998), implicando directamente a coq7 en la biosintesis de Q. Ademas, la
expresion de los homologos de COQ7 de C.elegans (Ewbank et al. 1997), ratas
(Jonassen et al. 1996), o humanos (Vajo et al. 1999) recuperaban el
crecimiento en fuentes de carbono no fermentables de mutantes coq7 de
levaduras, indicando su conservacion funcional a nivel de especie.

Marbois y Clarke, comprobaron su funcion en la hidroxilacion de 5-
demetoxiubiquinol (DNQH>) (Marbois and Clarke 1996). El mutante de levadura
G65D coq7 acumula DMQG6, asi como el intermediario acido 3-hexaprenil-4-
hidroxibenzoico (HHB), aunque produjeran unicamente HHB (Marbois and
Clarke 1996). Igual ocurria para el mutante E794K, y en cambio no se

detectaba en cepas donde la mitad del carboxi-terminal de la proteina estaba
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ausente (Padilla et al. 2004). Estos resultados sugieren que la proteina Coq7p
se encuentra también implicada en uno o mas pasos de monooxigenasa 0O
funciona como wun componente esencial del hipotetizado complejo
multifiuncional de todas las proteinas Coq. Su funcién bioquimica como
hidroxilasa fue mas bien apoyada por la determinacién de su pertenencia a una
familia de oxidasas de union a hierro conteniendo una secuencia conservada
de un dominio de ligandos de hierro, EXXH (Stenmark et al. 2001).

Los homdlogos en Pseudomonas aeroginosa, Thiobacillus ferroxidans,
C.elegans recuperaban la biosintesis de Q en mutantes E.coli ubiF (Stenmark
et al. 2001; Adachi et al. 2003), siendo UbiF, una hidroxilasa DMQ dependiente
de flavina que no comparte homologia con la proteina Coq7p pero que se ha
demostrado que complementa funcionalmente con mutante nulos de coq7 y
coq7E194K (productor de DMQ6 con mejor eficiencia en este ultimo) (Tran et
al. 2006). La conclusién final nos lleva a que la funcion de coq7 es la
hidroxilacion de DMQ. Es mas, los niveles continuos y basales de los
polipéptidos coq3, cog4 y coq6 fueron mayores en mutantes coq7E194K que
en mutante nulos, sugiriendo que la proteian coq7 y DMQ6 son necesarios
para estabilizar otros polipéptidos Coq.

Recientemente  estudios de  fraccionamiento  submitocondrial
demostraron que la proteina coq7 de levaduras asi como su homodlogo en
ratones (Jiang et al. 2001), se encuentra periféricamente asociado a la
membrana interna en el lado de la matriz. Esto sugiere que Coq7p es una
proteina interfacial en la membrana mitocondrial interna (Stenmark et al. 2001;
Berthold and Stenmark 2003).

5.1.8. Coq8p

El gen COQ8 fue inicialmente identificado como una ABC1 (Actividad del
complejo bc1), por su habilidad a suprimir parcialmente el defecto de traduccion
del citocromo b debido a la mutacion cbs-223 en el gen CBS2. Se trata de un
gen nuclear en levaduras que codifica un activador de la traduccién de
citocromo b (Rodel 1986).

La inactivacion de ABC1 resulta en un defecto en respiracion y la

usencia de NADH-citocromo ¢ reductasa (Bousquet et al. 1991); un fenotipo
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similar al de cepas deficiente en CoQ (Tzagoloff and Dieckmann 1990).
Subsecuentemente se demostré que los compeljos de respiracion I, ll, y IV de
los mutantes nulos de abc? eran termosensibles y que la adicion de CoQ
exdégeno podria parcialmente compensar la deficiencia de la respiracidon
(Brasseur et al. 1997). Estos resultados apoyan la hipétesis de que el producto
del gen ABC1 puede funcionar como una chaperona esencial para la propia
conformacién y actividad de bc1 y sus complejos vecinos (Brasseur et al.
1997). Sin embargo, Do y colaboradores (Do et al. 2001) demostraron que el
gen COQS8 requerido para la biosintesis de Q (Poon et al. 1997), coincide con
el gen ABC1 y sugiriendo que la deficiencia de CoQ es exclusivamente
responsable por los efectos pleiotropicos de los mutantes abc1/coq8.

Aunque su funcién bioquimica en la biosintesis de Q es aun
desconocida, la proteina Coq8/Abc1 ha sido clasificada como una kinasa al ser
identificados cuatro motivos kinasa conservados en su secuencia aminoacidica
(Leonard et al. 1998).

5.1.9. Coq9

El gen COQ9 esta recientemente identificado y caracterizado como un
nuevo gen que cuando muta confiere un fenotipo deficiente de Q en las
levadura, similar al que producen el resto de genes COQ (Johnson et al. 2005).

Sin embargo la funcion dentro de la biosintesis de Q es aun
desconocida. La secuencia aminoacidica de la proteina Coq9p contiene un
dominio caracteristico conservado que esta presente en la familia de proteinas
COG5590 (Marchler-Bauer et al. 2005). Mientras que los homdlogos COQ9
estan bien representados en genomas de eucariotas y alfa-proteobacterias, la
proteina Coq9p no presenta homologia con proteinas de funcién conocida.

Curiosamente la expresion en multicopia de COQ8 recupera la
respiracion en mutantes puntuales de coq9 (coq9-1; mutacion sin sentido
E151STOP). Aunque una pequefa cantidad del polipéptido Coq9p es
detectada en mutantes coq9-1, sus niveles no se elevaron por la supresion de
la mutacidon mediada por COQ8 (Johnson et al. 2005; Hsieh et al. 2007).
Consecuentemente, el mecanismo responsable para la supresion del

multicopia COQ8 de coq9-1 es desconocida.
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El peso molecular de Coq9p es alrededor de 25 kDa (Hsieh et al. 2007),
ligeramente mas pequefio que su supuesto precursor (29.9 kDa) (Johnson et
al. 2005), coincidiendo con la retirada de una secuencia de reconocimiento
mitocondrial. Sin embargo, el peso nativo de la proteina Coq9p estimada en
gradientes de sedimentacion en sacarosa es aproximadamente tres veces
mayor, indicando bien que la proteina es un homo-oligdmero o bien que se
encuentra formando complejos con otras proteinas (Johnson et al. 2005). Se
proponen a los polipéptidos Coq3p y Cog5p como posibles candidatos para la
formacion de este complejo, ya que ambos co-sedimentan con la proteina
Coq9p.

Recientemente se ha demostrado mediante analisis de localizacion
submitocondrial que la proteina Cog9p es una proteina de membrana periférica
asociada al lado de la matriz en la membrana mitocondrial interna (Hsieh et al.
2007).

5.2. TEORIA DE UN COMPLEJO MULTIFUNCIONAL DE
PROTEINAS COQ

Todas la secuencias aminoacidicas para los polipéptidos Coq (salvo
Coq7p) en S.cerevisiae presentan péptidos sefial de localizacion mitocondrial,
pues en su extremo N-terminal estan relativamente enriquecidas con
aminoacidos de carga positiva. (Hartl et al. 1989; Neupert 1997). Ademas
presentan un motivo consenso de tres aminoacidos tipico de péptidos senal
presentes en proteinas localizadas en la matriz de la mitocondria (Hendrick et
al. 1989). Se ha demostrado la importacion y procesamiento para
practicamente todas las proteinas Coq, siendo ademas dependiente del
potencial de membrana mitocondrial. Es sensato por tanto pensar que debe de
existir un transporte de CoQ en levaduras, pues este lipido se encuentra
asimismo en otras membranas extramitocondriales (Santos-Ocana et al.
1998a).

La funcidén de Coq1p esta separada del resto de enzimas Cog. Aunque,
al menos en levaduras, se localiza en la mitocondria, no se sabe si ésta forma
parte del complejo. En mamiferos, en cambio, la actividad nonaprenil-4-
hidroxibenzoato transferasa (Coq2p) se ha detectado también en las
membranas del reticulo endoplasmico y del complejo de Golgi, sugiriendo a
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estos compartimentos célulares como una via de sintesis y distribucion del
CoQ entre las distintas membranas (Teclebrhan et al. 1995; Basselin et al.
2005).

Se supone la existencia de un complejo multienzimatico (figura 7 ) en
eucariotas que necesita la participacion coordinada de sus componentes (Poon
et al. 1995). La mayoria de los estudios se han realizado en S.cerevisiae,
donde se ha observado la acumulacion de hexaprenil hidoxibenzoato en los
mutantes coq3-coq8. Ademas, la ausencia de alguno de los polipéptidos Coq
afecta a la actividad enzimatica del resto (Belogrudov et al. 2001; Baba et al.
2004; Tran et al. 2006).

Cogq2 MEMBRANA
INTERNA

Coql

MATRIZ

Figura 7. Representacion de un hipotético complejo multienzimatico en eucariotas

Se han realizado estudios de expresion de COQ3 en todos los mutantes
coq sin encontrar cambios de ARNm aunque, en cambio, si se encuentran
diferencias significativas en los niveles de proteina de este enzima. Esto
sugiere una posible regulacién postranscripcional. Ademas, la funcion de
Coq3p depende de la presencia del resto de enzimas, ya que no se detectd
actividad O-metiltransferasa en los mutantes coq1, coq2, coqb, coq7 y coq8, y
escasa actividad en coq4 y cogb. Resulta por tanto razonable el pensar que
existan mecanismos de control que aseguren la sintesis equilibrada de cada
uno de los productos génicos participantes en esta ruta de sintesis integrantes
de este complejo. Podria ser que alguno de los participantes de este complejo
actuara como elemento limitante de la sintesis ejerciendo un papel regulador

de la velocidad de la propia biosintesis de CoQ.
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6. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE Q

Son numerosos los factores que influyen en la tasa de sintesis de CoQ
celular, pero la informacién actual que existe en eucariotas es aun muy
limitada. EI modelo donde mas se han realizado estudios ha sido el de las
levaduras. Debido a la complejidad de la via, el numero de enzimas implicadas,
su funcién y localizacion, son necesarios realizar aun numerosos estudios que
permitan entender la regulacion de la sintesis de CoQ. A continuacién se
recogen distintos estudios que dan informacion sobre la respuesta de
regulacionde la via de sintesis de CoQ ante distintas circustancias.

6.1 ESTUDIOS EN Escherichia Coli Y Sacharomyces
Cerevisiae

En E.coli, la composicion del pool de ubiquinona se encuentra altamente
influenciado por la disponibilidad de oxigeno, pues las células de E.coli durante
la respiracion presentan mayores niveles CoQg, Los mecanismos de regulacion
son aun desconocidos (Echtay et al.). En levaduras (S.cerevisiae) los niveles
de CoQ estan directamente correlacionados con el desarrollo mitocondrial y la
disponibilidad de oxigeno (Pennock JF 1983). La biosintesis de CoQ es muy
elevada en células en crecimiento aerobio y casi no detectable en células
anaerobias (Lester and Crane 1959). Es mas, cuando las levaduras crecen en
cultivos aerobios, la cantidad de CoQ varia dependiendo de los catabolitos de
carbono (Gordon and Stewart 1969).

Ante una depresion en los niveles de glucosa, aumenta la sintesis
endogena de CoQg, de forma similar que con la concentracion de galactosa.
Como es de esperar, la produccion de CoQg se ve aumentada en medios que
contienen fuentes de carbono no fermentables, cuando la represiéon catabdlica
se encuentra al minimo. Cuando hay una presencia muy elevada de glucosa se
acumula en las células el intermediario 3-hexaprenil-4-hidroxibezoato (HHB),
haciendo presuponer que uno de los pasos reguladores de la sintesis se
encuentra a nivel del COQ3 pues es el gen que codifica la enzima Coq3p,

encargada de la O-metilacion. Ademas, existen andlisis informaticos que
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confirman la presencia de aminoacidos susceptibles de fosforilacion por una
proteina A kinasa en la secuencia de Coq3p, corroborando la posible
regulacion de la via a este nivel.

Curiosamente, la suplementaciéon con AMPc (adenosin monofosfato
ciclico) alivia los efectos inhibitorios de la glucosa en la biosintesis de CoQ a
nivel enzimatico (Sippel et al. 1983). La existencia de una regulacién a nivel
postransduccional viene apoyada mas aun por la observacion de que sigue
produciéndose sintesis de CoQ incluso si se afiade un inhibidor de la sintesis
de proteinas. Se ha propuesto la participacion de una proteina kinasa A
mitocondrial dependiente de AMPc para modificar alguna enzima de la sintesis
de Q, que podria ser Coq3p, debido a la existencia de las secuencias
susceptibles de fosforilacion mencionadas anteriormente (Poon et al. 2000).

La proteina Coq8p pertenece a una familia de kinasas C (Aarf2) muy
conservadas evolutivamente. No se le ha atribuido ninguna funcién en la via de
sintesis pero si se conoce que su funcion es necesaria para la completa
biosintesis de Q. Se le han asignado posibles funciones como chaperona en el
ensamblaje del complejo de sintesis de CoQ, pero no esto no esta aun
confimado, como tampoco lo esta su posible funcién como kinasa. Lo que si se
ha demostrado en estudios realizados en levaduras es que en ausencia del gen
COQ8, la proteina Coq3p presenta un unico punto isoeléctrico y no dos
isoformas de punto isoeléctrico distinto en estirpes silvestres debida la
fosforilacion en algun residuo, ya que el tratamiento con fosfatasas comerciales
elimina esta segunda isoforma (Tauche et al. 2008). Esto sugiere finalmente
que Coq8p podria regular la via por medio de fosforilaciones, aunque no se ha
demostrado totalmente que se encargue de llevar esta funcion post-
trasduccional.

La regulacion de la via podria afectar a uno de los ultimos pasos de la
sintesis: La transformacion de demetoxi-CoQ (DMQ) en demetil-CoQ. EI DMQ
es un precursor tardio y estable de CoQ pero no realiza funciones de
respiracion ni antioxidantes (Padilla et al. 2004). La accion enzimatica de
Coq7p y Coqg3p lo transforman en CoQ. Los cambios en CoQ/DMQ(6) se
acompafian de cambios en la expresion en el ARNm del gen COQ7, que
codifica Coq7p para hidroxilar DMQ (Padilla et al. 2009) el penultimo paso de la

biosintesis de CoQ. Mutantes nulos de CoQ en levadura no acumulan ningun
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intermediario tardio de CoQ. Sin embargo en los mutantes coq7, la adicion de
CoQ exogeno produce la sintesis de DMQ. Efectos similares fueron obtenidos
con la sobreexpresion de ABC1/COQ8. Estos resultados apoyan la existencia
del complejo mencionado anteriormente, que permite la acumulacién de
DMQ(6) y sugiere que Coq7p es un punto de control importante para la

regulacion de la biosintesis de CoQ en levaduras.

6.2. ESTUDIOS EN MAMIFEROS

Poco se conoce de la regulacion transcripcional de la biosintesis de CoQ
en mamiferos, particularmente en humanos, pero se ha observado que en los
sistemas animales los niveles de CoQ responden al estrés oxidativo generado
por distintas vias como el ejercicio fisico, la adaptacion al frio, el tratamiento
con hormonas tiroideas, o a los procesos biologicos asociados con la edad.

Debido al numero de patologias actualmente identificadas en humanos
que estan asociadas con deficiencias primarias de CoQ, es necesaria una
comprensiéon completa de su via de sintesis, desde el estudio funcional de

todas las enzimas implicadas, hasta los mecanismos regulatorios de la via.

6.2.1. INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE CoQ

6.2.1.1. Compuestos exdgenos

En cultivos celulares, los acidos 4-clorobenzoico y 4-aminobenzoico
(analogo estructural del anillo benzoquinénico del CoQ) inhiben Coqg2p, dando
lugar a un decremento de CoQ .(Alam et al. 1975). No existe un inhibidor de la
biosintesis de CoQ en animales, pero si existen compuestos que se traducen
en un decremento de sus niveles. Por otro lado tratamientos durante 20 dias
con dietas que contienen tiouracilo mostraron una disminucion de un 24 % en
el CoQ en higado, ademas de inhibir la funcion de la glandula tiroides. El
contenido de CoQ tambén disminuyd en el higado de ratas a las que se les
suministré vitamina A (Crane et al. 1994; Sohlenius-Sternbeck et al. 2000).
Dietas de tres semanas exentas en proteinas disminuyeron hasta un 30% la
cantidad de CoQ en higado y corazon de ratones pero no tuvieron este efecto

en el rifidén, pancreas y cerebro (luchi and Lin 1991). No obstante, se debe
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tener en cuenta que la deprivacién completa de proteinas altera otros sistemas
biosintéticos, siendo posiblemente las modificaciones de la ruta de CoQ
observadas una parte de una modificacion mucho mas extensa del

metabolismo celular.

6.2.1.2. Regulacion de la via de mevalonato

La regulacién en la via de sintesis del mevalonato se encuentra sujeta a
dos ejes importantes, el eje central y el terminal. En el eje central, esta via es
regulada por la enzima HMG-CoA reductasa, que determina el pool de farnesil
pirofosfato, sustrato comun de la sintesis de CoQ, colesterol y dolicol, entre
otros. La cantidad de este intermediario preferentemente afecta a la sintesis de
colesterol (Faust et al. 1980) ya que la escualeno sintasa tiene una alta Km por
su sustrato (FPP) por lo que, cuando disminuye el pool de FPP, la actividad de
esta enzima no se satura, traduciéndose esto como una disminucién en la
sintesis de colesterol.

Por otro lado la afinidad de otras enzimas como cis- y trans-
preniltransferasas y farnesil-proteina transferasa es muy elevada, por lo que
niveles bajos de FPP son suficientes para su saturacion. (Reiss et al. 1992)
Esta situacion es de gran interés en la medicina, pues es la base para el uso de
drogas comunes como las estatinas, inhibidores de la HMG-CoA reductasa,
cada vez mas utilizada en tratamientos para la hipercolesterolemia en
humanos. No obstante, estudios llevados a cabo en sangre de humanos y en
distintos 6rganos de ratas han demostrado que los tratamientos con estatinas
afectan no sélo a la sintesis del colesterol, sino también a la de otros lipidos
como CoQ y dolicol. (Willis et al. 1990; Elmberger et al. 1991; Ericsson et al.
1992; Ghirlanda et al. 1993; Teclebrhan et al. 1993). Sin embargo la reduccién
de CoQ se ha observado en tratamiento con simvastatina pero no con
artovastatina, sugiriendo que los distintos tipos de estatinas difieren en el efecto
metabdlico (Schick et al. 2007). La deficiencias de CoQ pueden ser
recuperadas con suplementos orales de CoQ en pacientes
hipercolesterolémicos que utilizan terapias con estatinas, sin causar efectos

negativos para su salud (Villalba et al. 2010).
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6.2.1.3. Metabolitos intermediarios

No se han descrito metabolitos o intermediarios que actuen como
sustancias reguladoras de esta via metabdlica, pero un posible candidato
podria bien ser el farnesol o sus derivados metabdlicos, pues esta implicado en
el crecimiento celular, sintesis de fosfatidil colina, generacién de ROS,
apoptosis, y degradacion de HMG-CoA reductasa, entre otros (Correll et al.
1994; Machida and Tanaka 1999; Machida et al. 1999).

6.2.2. ACTIVADORES DE LA SINTESIS DE CoQ

6.2.2.1. Incorporacion de CoQ

La incorporacion de CoQ en varios organos es limitada y no puede
compensar la pérdida observada durante el envejecimiento y varias
condiciones patologicas asociadas. Resulta esencial conocer los factores
capaces de regular aguas arriba la biosintesis de CoQ e incrementar la
concentracion de este lipido en varios 6rganos.

En sistemas experimentales es posible conseguir este objetivo, por
ejemplo con la administracién de inductores de peroxisomas en roedores
(Aberg et al. 1996). Por ejemplo el DEHP (Di(2-ethylhexyl) phthalate),
clofibrato, acido 2-etil hexanoico, y acido acetilsalicilico, han sido suministrados
a ratas. En roedores la mayoria de las drogas usadas son &cido
plefuorooctanoico 0.02%; WY-14643, 0.125%; y nafenopinina, 0.125% (Reddy
and Chu 1996).

Se conocen un gran numero de compuestos sintéticos y naturales que
inducen los peroxisomas, como las drogas hipolipidémicas y drogas anti-
inflamatorias, algunos solventes, herbicidas y plasticidas, entre otros. (DePierre
et al. 1995; Reddy and Chu 1996). Existe una relacion directa entre la [3-
oxidacion y el aumento de CoQ, pues consecuentemente algunos de estos
inductores aumentan la concentracion de lipidos varias veces en el higado,
mientras que otros solo aumentan un 10-20%. La mayoria de los érganos
estudiados estan involucrados en esta respuesta, a excepcién del cerebro. En
ratas de avanzada edad (16 meses) la induccion de la B-oxidacién es de 30
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veces, pero no se detectan incrementos en los niveles de CoQ, indicando que
otros factores estan también implicados en la determinacion del contenido de
CoQ. (Turunen and Dallner 1998). Contrario a la incorporacion selectiva que
tiene lugar con el CoQ de la dieta, el incremento observado después de la
administracién de dichos inductores se observa en todas las organelas,
resultando en una activacion de la biosintesis y manteniéndose inalterable la

tasa de degradacion.

6.2.2.2. Hormonas

Las hormonas son reguladoras de un gran numero de funciones
tisulares, asi que es de esperar que la biosintesis de CoQ se encuentre
también regulada por distintas hormonas, aunque los mecanismos de control
aun no sean claros. La administracion de la hormona de crecimiento, tiroxina,
dehidroepiandrosterona y cortisona aumentan las concentraciones de CoQ en
el higado de ratas en un 15%, 55%, 75% y 120%, respectivamente (Reddy and
Chu 1996) Es muy probable que las modificaciones en los niveles de CoQ y su
sintesis que se dan en algunos procesos patofisiolégicos puedan relacionarse
directamente con los efectos hormonales, siendo por tanto de vital interés el
conocer la implicacion de las hormonas en la regulacion de la via de sintesis
del CoQ.

6.2.2.3. Temperatura

Se ha demostrado que ratas expuestas a temperaturas frias (4°C
durante 10 dias) incrementan los niveles de CoQ en el higado (Aithal et al.
1968). En ratones después de 3 semanas de exposicion aumentan su
contenido de este lipido en un 60% en el higado, pero permanecen inalterables
los niveles en el rifidn. (Bentinger et al. 2003), lo cual indicaria que esta
respuesta puede ser especifica de tejido. Estos cambios, podrian estar

conectados directamente a un control hormonal.

6.2.2.4. Ejercicio

Los ejercicios de resistencia incrementan la concentracién de CoQ en el

musculo de rata referida al peso del animal (Gohil et al. 1987; Quiles et al.
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1994). Este aumento se explica principalmente por una subida de la masa
mitocondrial. En cambio, el contenido de CoQ en el musculo no aumenta en

humanos tras cuatro dias con un ejercicio intenso (Svensson et al. 1999).

6.2.2.5. Receptores nucleares.

Los receptores de hormonas nucleares son factores de transcripcion con
una union al ADN dependiente de ligando que ejercen control sobre la
expresion de un gran numero de genes (Khorasanizadeh and Rastinejad 2001)
La mayoria de los receptores involucrados en la regulaciéon del metabolismo de
lipidos son heterodimeros del receptor reinoide X (RXR), el cual posee tres
isoformas: a, B, y y (Rastinejad 2001). En ratones deficientes de RXRa
especifico de hepatocito, la concentracion de CoQ en el higado disminuye a la
mitad que la encontrada en el control, la cantidad de lipidos es notablemente
aumentada con la administracion de inductores peroxisomales, y los ratones
deficientes de RXRa no incrementan la concentracion de CoQ bajo una
exposicion al frio (Bentinger et al. 2003). El RXR funciona como heterodimero y
su forma nativa no es conocida, probablemente sea un receptor X de higado o
de farnesol. Al receptor a proliferador de peroxisomas (PPARa) se le asocian
funciones como regulador de la biosintesis de CoQ (Turunen et al. 2000). En el
higado de ratones nulos en PPARaq, la cantidad de CoQ es la misma que en el
control, pero la administracién de inductores de peroxisomas, tales como
DEHP, no incrementan la concentracidén de este lipido. También se encuentran
reguladas las actividades enzimaticas de la trans-preniltransferasa (equivalente
a Coqlp de levaduras) y nonaprenil-4-hidroxibenzoato transferasa (Coq2p)
bajo la induccién de peroxisomas en el tipo silvestre en contraposicion con los
ratones nulos PPARa.

La implicacion de los receptores nucleares en la biosintesis de CoQ es
de valioso interés, porque su accion reguladora es especificamente dirigida al
CoQ y no influye en el metabolismo del colesterol, dolicol y dolicol fosfato. Los
efectos observados son el resultado de alteraciones de la biosintesis,
permaneciendo inalterable la tasa de degradacion. Si se identificaran
concretamente esos receptores se podrian desarrollar drogas que modularan la
expresion de los genes. Un ejemplo son los inductores de peroxisomas,

actualmente efectivos en roedores pero no en humanos. Existen drogas no
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téxicas como el clofibrato que incrementan la sintesis endégena de CoQ en la
mayoria de los 6rganos, y son distribuidos en organulos celulares.

Que estos receptores regulen las cantidades de CoQ sugiere que son
necesarios para la transcripcion basal de los genes implicados en la biosintesis
de CoQ. Todos estos datos apoyan la presencia de uno o varios elementos de
respuesta en los promotores de los genes de biosintesis.

Por otro lado se han realizado estudios centrandose en los mecanismos
regulatorios de la expresion de genes COQ como dianas en la regulacion
transcripcional de la via de sintesis. Asi, se ha demostrado que la camptotecina
(CPT), una droga quimioterapeutica, aumenta la tasa de biosintesis de CoQ
(Brea-Calvo et al. 2006) cambio que se ve correspondido por el aumento de
transcripcion de al menos tres genes COQ: COQ4, COQ7 y COQ8. La CPT es
una droga citotdéxica ampliamente usada en terapias de cancer cuya principal
diana es la topoisomerasa nuclear 1 (TOP1) (Hsiang et al. 1985; Hsiang and
Liu 1988; Pommier 2006). El aumento de la sintesis de CoQ se explica con el
aumento de especies reactivas de oxigeno que genera este agente en las
células.

En particular con COQ7, se ha demostrado que NF-kB, un factor de
transcripcion sensible al estado redox que regula enzimas antioxidantes como
MnSOD (superdxido dismutasa), es capaz de unirse especificamente a dos
sitios de unidén kB del promotor de COQ7 en respuesta a CPT. Todos estos
resultados dirigen al CoQ como una molécula antioxidante cuyos niveles se
incrementan ante el estrés oxidativo generado por este agente (Brea-Calvo et
al. 2009).

7. IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION DEL
COENZIMA Q

Todos los descubrimientos hasta ahora realizados facilitan el
entendimiento de los procesos enzimaticos de la biosintesis de CoQ, el papel
funcional de cada enzima implicada, la distribucion hetereogénea del CoQ, asi

como la comprensién de los mecanismos de regulacién de su biosintesis. Estos
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resultan de vital interés debido a la funcién antioxidante de CoQ en la defensa
ante el dafio oxidativo generado en los procesos de envejecimiento en
humanos; y porque ademas, deficiencias en el contenido de CoQ y distintos
desordenes en los genes de su biosintesis son resposables del origen de
varias patologias en humanos. Estos casos clinicos muestran deficiencias en el
contenido de Q que son especificas de tejido. Por ejemplo, un caso clinico con
miopatia mitocondrial presentaba una reduccién al 10% del contenido de
CoQ10 normal en el musculo, registdndose sin embargo niveles normales en
fibroblastos y plasma (Ogasahara et al. 1989; Montero et al. 2007). Esta
deficiencia curiosamente se recuperaba con suplementos de CoQ1p exoégeno,
sugiriendo que este paciente tenia problemas en la via metabdlica de CoQ.
Recientemente se ha descubierto que la enfermedad de Leigh esta causada
por mutaciones en tres genes de la biosintesis de CoQ concretamente en
COQ2, en DPS1(PDSS1), en DLP1(PDSS2), y en COQ8 (Hirano et al. 2006;
Lopez et al. 2006; Quinzii et al. 2006; Mollet et al. 2007; Quinzii et al. 2007;
Quinzii et al. 2008; Saiki et al. 2008).

Los resultados obtenidos en roedores en respuesta a la RC muestran
cambios en los niveles de CoQ. Esto debe de implicar una serie de
mecanismos de regulacion en la biosintesis en respuesta a la RC que
repercuten en los contenidos finales de este antioxidante lipidico modificando el
perfil de expresion de los genes de su biosintesis. Ademas, se ha comprobado
que la respuesta no es homogénea en todos los tejidos.

Porque ademas de estimular el sistema antioxidante de la membrana
plasmatica, esta intervencion no genética incrementa la longevidad
disminuyendo el dafio oxidativo a través de la modulacién de la composicion de
acidos grasos de los fosfolipidos en los tejidos, es importante determinar las
distintas vias de actuacion de la restriccion caldrica.

La investigacion propuesta en el presente proyecto aportara una
informacion nueva en cuanto a si el contenido lipidico de distintas
intervenciones de restriccion caldrica produce cambios relevantes del contenido
enddégeno de CoQ en un numero suficiente de tejidos; y si la respuesta de
expresion de los genes que codifican los enzimas de su biosintesis vinculan al
CoQ como otro diana de la RC en sus mecanismos de accion sobre las

membrana lipidicas para la extensién de la longevidad.
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Objetivos

Objetivo General

Estudiar el efecto del componente graso de la dieta y la restriccion
calorica sobre el sistema del coenzima Q en tejidos mitdticos y

postmitéticos de ratones jovenes.

Objetivos Especificos

1. Estudiar la distribucién de coenzima Q (niveles de CoQ oy CoQup Yy
relacion CoQ ¢/CoQi0) en el higado, rifidn, cerebro, musculo

esquelético y corazén en un estado metabolico basal.

2. Cuantificar los niveles de transcrito de genes COQ (mSPS1, mDLP1,
mCOQ2, mCOQ3, mCOQ7 y mCOQ8), que codifican enzimas
responsables de la etapa final de sintesis de coenzima Q, asi como
los niveles de las proteinas Cog2p y Coq3p, responsables del primer

y Ultimo paso en la ruta especifica de sintesis de CoQ.

3. Establecer el efecto de la restriccion caldrica a corto plazo sobre la
distribucion de coenzima Q y sobre los niveles de transcrito de genes

y proteinas en los 6rganos indicados anteriormente.

4. Estudiar la influencia del grado de instauracion del componente graso
de tres dietas (grasa animal altamente saturada, aceite de soja rico en
acido linoleico o aceite de pescado rico en acidos grasos
poliinsaturados n-3) sobre el contenido de coenzima Q, la expresion
de genes COQ Yy los niveles de Cog2p y Coqg3p.

5. Estudiar la posible interaccién entre la restriccion caldrica y el

componente graso de la dieta sobre los parametros sefalados

anteriormente.
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Material y Métodos

1. ANIMALES

Se utilizaron ratones C57BL/6 macho, obtenidos de los Laboratorios
Charles River (MA, USA) con una edad de 3 meses. Los animales se
mantuvieron bajo un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad a una temperatura de
22 °C. El acceso al agua fue continuo durante todos los experimentos. Los
ratones se alojaron en jaulas de manera individual para permitir una mayor

exactitud en cuanto a las determinaciones de la cantidad de ingesta.

Todos los animales fueron cuidados de acuerdo con la normativa actual
recogida en la “Guide for Care and Use of Laboratory Animals” y el “Animal
Welfare Act.”. Los protocolos han sido revisados y aprobados por los
correspondientes Comités Eticos de Experimentacion Animal de la Universidad
de California-Davis (UC-Davis, Estados Unidos), y la Universidad Pablo de
Olavide (UPO).

2. INTERVENCION DIETETICA

A los 4 meses de edad, los ratones fueron asignados de manera
aleatoria a los distintos grupos dietéticos y fueron alimentados con una dieta
purificada AIN-93M (Research Diets, NJ, USA). La ingesta ad libitum diaria se
determind a lo largo de un periodo de 3 semanas en un grupo de 30 ratones.
Esta medicion de ingesta se usa para calcular la cantidad de comida
suministrada a los grupos control y RC durante la fase experimental. Asi, los
grupos control fueron alimentados con una cantidad de dieta correspondiente al
95% de la ingesta ad libitum determinada anteriormente. Esta restriccion de un
5% es un procedimiento estandar para prevenir una ganancia excesiva de peso
y el desarrollo de obesidad en estos animales. Los animales de los
correspondientes grupos de RC se alimentaron con una cantidad de dieta
correspondiente al 60% de la ingesta AL, conteniendo todos los componentes
vitaminicos y minerales suficientes para asegurar que la ingesta absoluta de

éstos sea la misma para todos los grupos experimentales.
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DIETAS AIN-93M

INGREDIENTES TERNERA (g) SOJA (9) PESCADO (9)
Caseina 200,00 200,00 200,00
Maicena 397,48 397,48 397,48
Dextrosa 132,00 132,00 132,00
Sucrosa 100,00 100,00 100,00
Celulosa 50,00 50,00 50,00
Aceite de soja 0 70,00 0
Manteca 70,00 0 0
Aceite de pescado 0 10,00 60,00
t-butilhidroxiquinona 0,014 0,014 0,014
Mezcla mineral 35,00 35,00 35,00
Mezcla vitaminica 10,00 10,00 10,00
L-cisteina 3,00 3,00 3,00
Colina bitartrato 2,50 2,50 2,50

Tabla 1. Contenido en gramos de las tres dietas experimentales

Los tres grupos control recibieron una dieta AIN-93M (Tabla 1), cuya
unica variante entre ellos era la fuente lipidica principal, siendo bien aceite de

soja, aceite de pescado o grasa animal, mientras que los restantes 3 grupos

fueron sometidos a una RC del 40% de las respectivas dietas AL.

Las medidas de ingesta y comprobaciones de salud se llevaron a cabo
diariamente en todas las fases del estudio. Todos los animales se pesaron

semanalmente.

3. TOMA DE MUESTRAS

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical después de un
mes de intervencion dietética y previo ayuno nocturno. Las muestras de

organos se recogieron, numeraron y almacenaron a -80 °C en una solucién
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acuosa RNAlater (Sigma) para asegurar la calidad y cantidad de ARN celular
hasta comenzar con los experimentos disefiados.

En cada dieta se sacrificaron 36 roedores, 18 alimentados en
condiciones AL y 18 en RC. De cada animal se aislaron muestras de higado,
rindn, cerebro, musculo (gastrocnemio de la pata trasera) y corazéon. Para que
el estudio fuera lo mas uniforme posible, se seleccionaron las mismas zonas de

cada tejido en todos los roedores.

4. EXTRACCION DE COMPUESTOS QUINONICOS

La extraccién de coenzima Q (CoQ) se realiz6 sobre la base del
protocolo descrito por Menke (Menke et al. 2000). Los niveles de CoQ total
presentes en cultivos celulares y O6rganos, se determinaron mediante

cromatografia HPLC con deteccion electroquimica y ultravioleta.

Todas las muestras fueron homogenizadas en 100 ul de solucion de
Hank con ayuda de un motor eléctrico acoplado a un piston cénico (Kontes). Se
separaron 10 ul para la cuantificacion de proteina mediante la técnica de
Bradford (ver mas adelante) y a los 90 pl restantes se afiadié SDS 10 % hasta
completar un volumen de 100 ul. La mezcla resultante se agité con vortex
durante 1 minuto y se afiadieron dos volumenes de 95 % etanol- 5%
isopropanol para la rotura de las membranas celulares. Se agitaron de nuevo
durante un minuto, se afiadieron 5 volumenes de hexano (grado HPLC, Merck)
y se centrifugaron durante 5 minutos a 10000 x g a 4 °C. El resultado fue la
obtencidon de dos fases, una inferior correspondiente a la fase acuosa y una
superior correspondiente a la fase de hexano. De la fase superior, se

recogieron 200 ul que se secaron en speed-vac durante 20 minutos.
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5. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE
COENZIMA Q EN HPLC

Se utilizaron dos métodos de cuantificacion; en el primero los niveles de
CoQg y CoQ1p se cuantificaron mediante cromatografia liquida de fase reversa
en un equipo de HPLC (Beckman, System Gold) en el Departamento de
Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia de la UCO. El residuo seco fue
resuspendido en 30 pl de etanol (grado HPLC, Panreac) para posteriormente
inyectar la muestra (20 ul) con la ayuda de una jeringa Hamilton. La separacion
se llevo a cabo en una columna de fase reversa C18 (25 x 0,45 cm, 5 ym de
tamafio de particula, Beckman) a un flujo de 1 ml/min. La fase movil contenia
una mezcla 1:1 de metanol y 1-propanol; y 2 g/l de perclorato de litio como
conductor electroquimico. La monitorizacion fue seguida en un detector
electroquimico Coulochem Il (ESA, Chemsford, MA) acoplado a una célula
analitica (Modelo 5010) cuyos electrodos registraban un potencial de =500 mV
y + 300 mV. La sefial de coenzima Q fue detectada en el segundo electrodo y
las cantidades se calcularon mediante integracion de los areas obtenidos para
los dos estados reducido y oxidado de CoQg y CoQ1p; y su comparacion con
una recta patron creada a partir de cantidades conocidas de estandares
externos comerciales de CoQg y CoQip con el fin de disminuir el error
experimental debido a oscilaciones observadas en la sensibilidad del detector.

Las concentraciones reales de las soluciones patrén de CoQg y CoQ1o
comercial se determinaron midiendo su absorbancia a 275 nm, y aplicando un
coeficiente de extincién molar (13,2 mM-1 cm-1).

En el segundo caso, la cuantificacion se realiz6 en el Servicio de
Fisiopatologia Celular y Bioenergética de la Universidad Pablo de Olavide
mediante un sistema de cromatografia compuesto por bombas de HPLC del
modelo 126 de (Beckman Coulter), una columna de fase reversa kromasil C-18
termostatizada a 40 °C con un horno de columna, un detector ultravioleta en
serie de tipo Diode Array modelo 166 (Beckman Coulter) y un detector

electroquimico (ESA Coulochem Ill) compuesto de una célula guarda (modelo
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Figura 8. A. Superposicién de cromatogramas correspondientes a 25-50-75-100-125
pmoles de CoQ 4y CoQ,, de estandares externos. B. Rectas patron de CoQ 4y CoQ,,
obtenidas con 4 réplicas de cada estandar a distinta concentracion

59



Material y Métodos

5020) situada antes del inyector automatico configurado a +500 mV en serie

tras el inyector automatico, para oxidar la mezcla muestra-fase movil.

L T L L L T T e e S e e e e e e e LR R
T BLLY | BHL11 | BMLY T BBL1M | BHL2 H

iName o bbb

Figura 9. Superposiciéon de cromatogramas correspondientes a una muestra de cada

tejido analizado. ( azul) higado , (verde) rifion, ( verde oliva ) cerebro, ( rosa) musculo y

(rojo) corazén

Las muestras se resuspendieron en 60 ul de etanol y se cuantificaron

por duplicado tomando 20 pl en cada inyeccidn. La fase estaba compuesta por
una mezcla 1:1 de metanol y 1-propanol conteniendo acetato aménico 2 mM
sin gradiente puesto que la aparicion de coenzima Qg y coenzima Qio se
observaban con un desfase de 2 minutos; a los tiempos 7 y 9 minutos
respectivamente. La célula analitica 5010 se configuré6 a E1= -500 mV y E2=
+500 mV. El sistema se controla mediante el software cromatografico 32 Karat
5.0 de Beckman coulter. El CoQg y CoQ4o comercial (oxidados) se usaron como

estandares externos al igual que en el primer método (Figura 8).

6. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cantidad de proteina se determiné mediante el método de Bradford
(Bradford 1975). Por duplicado medimos cada muestra en cubetas de
espectrofotometro con una longitud de paso de luz de 1 cm donde se afiaden
50 yl de NaOH 1 M, una alicuota de la muestra (hasta 20 pl) y 1 ml de reactivo
de Bradford. La mezcla se mantiene durante 10 minutos a temperatura

ambiente y protegida de la luz para que se pueda producir la reaccion. La
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medida se llevé a cabo en un espectrofotdmetro Beckman DU-640 UV-visible a
una longitud de onda de 595 nm. Previamente se realiz6 una recta patron con
concentracion conocida de la proteina y-globulina (0-20 ug) para poder estimar

la concentracion proteica de toda la bateria de muestras.

7. ANALISIS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE
RT-PCR A TIEMPO REAL

7.1. SELECCION DE CEBADORES

Los cebadores (Tabla 2) fueron disefiados con el Software Primer3
(version 0.4.0) a partir de las secuencias codificantes de cada gen de estudio

publicadas en NCBI.

Los parametros de seleccion establecidos requerian que cada pareja de
cebadores no difiriera de mas de 0.5 °C en la temperatura de alineamiento, se
excluyeron aquellos que pudieran formar dimeros de cebador y que el producto
amplificado se encontrara entre un peso no superior a 210 pb ni inferior a 80
pb.

A continuacion las secuencias amplificadas se alinearon con el programa
BLAST (NCBI) para revisar la homologia potencial respecto a otras secuencias

distintas de nuestros genes de interés.

CEBADORES Sentido (5 -3 Anti-sentido (5 "-3") P(ggp ’\geizcaerflf
MHPRT | CAGTCAACGGGGGACATAAA AGAGGTCCTTTTCACCAGCAA 183 NM_013556
MSPS1 | CATCAAAGGACACCAGCAATGT GCACCACAATAATCGGTCTAAAGG | 208 NM_019501
mDLP1 ATGCTGACCTCCAGCCTTTT GTCACACCTTTGCCAGCTTT 196 NM_027772
MCOQ2 | GCCCACCAGGACAAGAAAGAC AGCCACAGCAGCGTAGTAGG 171 NM_027978
mCOQ3 | GTGAGCCACCTGGAAATGTT CCCACGTATGAGTGCCTTTT 163 NM_172687
mMCOQ7 | TGATGGAAGAGGACCCTGAGAAG | GCCTGTATCGTGGTGTTCAAGC 89 NM_009940
MCOQ8 | AGCAAGCCACACAAGCAGATG CCAGACCTACAGCCAGACCTC 106 NM_023341

Tabla 2. Caracteristicas de cebadores usados para las determinaciones. Los cebadores utilizados
para amplificar el gen constitutivo mHPRT fueron validados por Luque (Lugue et al. 2009)
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7.2. VALIDACION DE LA EFICIENCIA DE LOS CEBADORES
7.2.1. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se realizaron PCRs convencionales que amplificaran el ADNc
sintetizado mediante trascripcion reversa (RT, First Strand Synthesis kit.
Fermentas, Canada) usando una mezcla de hexameros aleatorios a partir del
ARN total aislado de cada muestra. Las condiciones de amplificacién consistian
de un paso de pre-incubacién a 94° 10 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C, 1 minuto, alineamiento a 61 °C, 1 minuto, y

extension a 72 °C, 1 minuto.

7.2.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

El producto de PCR de cada gen fue confirmado en geles de agarosa al
1 % de forma que una unica banda fuera amplificada, coincidiera con el peso
del producto de PCR esperado y que la amplificacion no formara dimeros.

7.3. OBTENCION DE CURVAS ESTANDAR
7.3.1. PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

Una vez validada la eficiencia de los cebadores, se purificaron los
productos de PCR de todos los genes siguiendo el protocolo de AccuPrep Gel
Purification Kit (Bioneer) con el fin de generar curvas estandar para el analisis
cuantitativo en RT-PCR a tiempo real. Se secciona la banda correspondiente
con cada producto de PCR y se mezcla con 5 volumenes de una solucién de
unién al gel de agarosa y se incuba durante 10 minutos a 60 °C hasta que se
funde el gel. A continuacion se afiade 1 volumen de isopropanol absoluto y se
mezcla sin vortex. Las muestras se hacen pasar a través de columnas con
filtros de cristal incorporados que absorben el ADN dejando pasar las sales y el
gel licuado. Finalmente se hacen dos lavados con la solucién de lavado (WB) y

el producto de PCR se recupera en 30 ul de solucion de elucion (EL).
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Figura 10. Representacion de una curva estandar de un gen conteniendo 10 1,102, 108, 104,
105, 10% y 108 copias del ADNc/pl y el nimero de copias (expresado en logaritmo) obtenido
a partir de un microlitro de ADNc de cada muestras analizada para ese gen

7.3.2. CUANTIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

La concentracion de productos de PCR purificados fue determinada
mediante el kit de cuantificacion de DNA Picogreen (Molecular Probes, USA) y
su deteccion en Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek).

Los productos fueron diluidos en tampdén E (anexo, nim. 1) para la
generacién de curvas estandar conteniendo 10", 10, 10°, 10%, 10°, 10° y 108
copias del ADNc/ul. Estas fueron amplificadas junto con la bateria de muestras

para estimar el numero de copias/gen a tiempo real.

7.4. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
7.4.1. AISLAMIENTO DE ARN

El ARN total del higado, rifidén y cerebro se extrajo mediante Absolutely-
ARN-kit (Stratagene); mientras que el ARN total de corazon vy tejido muscular
esquelético se extrajo utilizando el Kit Tripure Isolation Reagent (Roche).

La concentracion y pureza del ARN se determinaron midiendo la
absorbancia a 260 nm y el ratio 260nm/280nm respectivamente,
considerandose valores Optimos de pureza los comprendidos entre valores de

1,7 y 2 unidades.
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7.4.2. TRATAMIENTO CON DNASA |

Para eliminar los posibles restos de ADN gendmico que pudiera
contener, el ARN total obtenido con el kit Tripure Isolation Reagent fue tratado
durante 30 minutos con DNasel-RNAse-Free (BioLabs). El protocolo del

Absolutely-ARN-kit ya incluia el tratamiento con DNasa.

7.4.3. SINTESIS DE ADN¢

En un volumen de 20 pl se realizé la transcripcion inversa de 2500 ng de
ARN total usando los reactivos proporcionados por el kit cDNA First-Strand
Synthesis (Fermentas). Alicuotas de 1 pl fueron amplificadas por qRT-QPC a
tiempo real usando los cebadores especificados en la tabla 2. La amplificacion

de cada muestra se analizé por duplicado.

7.5. RT-PCR A TIEMPO REAL

Para la gRT-PCR a tiempo real se utilizdé un termociclador de
fluorescencia iCycler Optical Module (BioRad). La reaccion se realiz6 en un
volumen final de 25 ul conteniendo 12,5 ul del reactivo 1Q tm SYBR Green
Supermix (Bio-Rad), 9,5 pl de agua destilada, 1 uyl de cada cebador especificos

de cada gen (10 uM de la solucion stock) y 1 ul de ADN copia.

7.5.1. CONDICIONES DE PCR

El programa utilizado en el termociclador se indica a continuacion:

Ciclo 1:(x1) Pre-incubacién 2:00 min 94 °C

Ciclo 2:(x40) Desnaturalizacion 00:15min 94 °C
Anillamiento 00:15min  61°C
Extension 00:15min  72°C

Ciclo 3: (x95) 00:05 min a + 0,5 °C/ciclo

Ciclo 4: (x1) Indefinido a 4 °C
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En el ciclo 3 los productos finales de PCR fueron sujetos a un gradiente
de disociacion dependiente de temperatura para verificar que un solo producto
génico era amplificado. Como control para genémico y/o contaminacién de
ADN se utilizaron muestras de ARN que no fueron retrotranscritas.

Un microlitro de cada estandar fue amplificado junto con el ADNc de la
bateria de muestras para estimar el numero de copias/gen a tiempo real.

La bateria de cebadores con eficiencias entre el 90% y 110% fueron
aceptados, considerandose un 100% de eficiencia de amplificacién cuando

todas las hebras copias estan siendo copiadas en cada ciclo de amplificacion.

7.6. CONTROL INTERNO

Para disminuir el error experimental generado por las variaciones en la
cantidad de muestra, el ARN de cada tejido usado en la reaccion de RT y la
eficiencia de la reaccion de RT, fue necesario realizar un estudio previo de
selecciéon de los genes internos que aportaran la menor variabilidad de
expresion ante las distintas condiciones experimentales. Para ello se midieron
los niveles de expresion (numero de copias) de mGAPDH (gliceroaldehiado 3-
fosfato deshidrogenasa), mHPRT (hipoxantina ribosiltransferasa) y ARNr 18S
(ARNTr de la subunidad pequefa de los ribosomas eucariéticos) en las muestras
de animales alimentados con la dieta basada en aceite de soja en las dos
condiciones experimentales: AL y RC. Para determinar si estos genes eran
apropiados para ser usados como controles internos, su estabilidad se
determind mediante el programa GeNorm 3.3 Visual basic application

(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/) previamente validado y

desarrollado por Vandesompele y colaboradores (Vandesompele et al. 2002).
Este programa calcula el promedio de variacion por pares de un gen
determinado con los otros genes control, permitiendo excluir los controles
menos estables y calculando un nuevo valor M de los genes validos. (M<1.5
indica que un gen es estable o valido para usarse como control interno). La
media aritmética del numero de copias para los genes mas estables es
entonces usada como factor de normalizacién (NF).

En nuestro estudio, el célculo de M, para los tres genes ensayados

revelaba que la expresion de mGAPDH 'y ARNr 18S era menos estable (M>1.5)
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que la de mHPRT a lo largo de todas las condiciones, dietas y tejidos a estudio.
Por lo tanto, el numero de copias para este ultimo gen dentro de cada muestra
fue usado como factor de normalizacion de mSPS1, mDLP1, mCOQ2, mCOQ3,
mCOQ7 y mCOQ8.

8. INMUNODETECCION DE PROTEINAS

La deteccion de los polipéptidos cog2p, cog3p, coq7p y coq8p en
higado, riidn, cerebro, corazdn y tejido muscular se llevé a cabo mediante una
electroforesis desnaturalizante en SDS (SDS-PAGE), electrotransferencia a
membrana de nitrocelulosa seguido de inmunodeteccién y revelado con

peroxidasa como se describe a continuacion.

8.1. PREPARACION DE MUESTRAS PROTEICAS

La preparacion de las muestras comenzé con la homogenizacion de
tejidos mediante rotura fisica con ayuda de un motor eléctrico acoplado a un
pistdn conico (Kontes) en 100 ul de RIPA buffer (anexo | nim. 2 ) conteniendo
100 mM de PMSF, 100 mM de DTT y CLAP (2 ul/ml) para preservar las
proteinas. A continuacion se tomd una alicuota para su determinaciéon mediante

la técnica Bradford.

En cada intervencién dietética y tejido se seleccionaron cuatro muestras
arbitrariamente y se constituyd un pool con concentraciones iguales de
proteina. La cantidad de muestra final cargada en los geles de acrilamida se
correspondia con 100 pg de proteina total.

Las muestras diluidas se mezclaron con tampoén de carga 5x (anexo |
nam. 3), CLAP (20 upg/ml) y 100 mM de PMSF, en proporcion 18:1:1
respectivamente y se calentaron durante 15 minutos a 40 °C para
desnaturalizar las proteinas y evitar su posible agregacion al tratarse de

proteinas de membrana.
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8.2. ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE (SDS-
PAGE)

Las proteinas fueron cargadas en geles de electroforesis discontinuos de
un espesor de 1’5 mm. La parte superior del gel (anexo | nim. 4 ) contenia un
4% de poliacrilamida para la concentracion de la muestra, mientras que el
porcentaje de acrilamida de la parte inferior variaba entre 10 y 12%
dependiendo del tamano de la proteina que se quisiera detectar (anexo | num.
5). Los geles se montaron en un sistema suministrado por Bio-Rad.

La separacién de proteinas en la electroforesis se realizé a 200 V en un
sistema Mini Protean lll (BioRad) con un tampdn de electrodos descrito en el
anexo | num. 6 . La electroforesis continu6 hasta la llegada del frente marcado

por el azul bromofenol al final del gel.

8.3. ELECTROTRANSFERENCIA (Western-Blot)

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(BiotraceTM NT, Pall Corporation) mediante el sistema Trans-Blot SD Transfer
Cell (Bio-Rad) aplicando un voltaje constante de 25 V durante 45 minutos. Para
la transferencia, se colocaron el gel y la membrana entre dos papeles Whatman

humedecidos con tampodn de transferencia (anexo | num. 7).

8.4. TINCION CON ROJO PONCEAU

Para la visualizacion de la proteina total en cada una de las carreras, la
membrana se tiid con Rojo Ponceau’s al 0,1 % (anexo | num. 8).
Transcurridos 5 minutos el exceso de colorante fue retirado lavando con
solucion de destefiido (anexo | num. 9 ).

El perfil de bandas de proteinas generado en el conjunto de muestras se
escaneo para poder cuantificar después de la inmunodeteccion la cantidad de
proteina de interés. (Ver andlisis de imagen 10.7 ).

Inmunotincién

La membrana se bloqueé durante 4 horas (2 x 2 h) a temperatura

ambiente con tampon TTBSL (anexo | nim. 10 ). A continuacién se incubé con

el anticuerpo primario en TTBSL con una titulacién variable (Tabla 3)

67



Material y Métodos

(dependiendo de la proteina que quisiéramos detectar) durante 16h a 4 °C.

Ambos pasos se llevaron a cabo en agitacion continua.

: Animal donde . . Casa
Anticuerpo Titulacion .
se genera comercial

Monoclonal anti-COQ2 Pollo 1:2000 Agrisera

Monoclonal anti-COQ3 Pollo 1:1000 Agrisera

Monoclonal anti-COQ7 Pollo 1:1000 Agrisera

Monoclonal anti-COQ8 Pollo 1:1000 Agrisera
Policlonal anti-pollo I1gY(") Ratén 1:5000 Sigma

(1)Anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa

Tabla 3. Descripcion de los anticuerpos primarios, y anticuerpo secundario usados
en inmunodeteccién

Después se lavé la membrana con TTBS (3 x 5 min) (anexo | num. 11 )y
se inici6 la incubacion con el anticuerpo secundario anti-IgY de pollo
desarrollado en ratén y conjugado con peroxidasa a la titulacion de 1:5000 en
TTBSL, durante 1h en agitacion y a temperatura ambiente.

Finalmente se repitieron tres lavados de 5 minutos con TTBS y uno de quince
minutos con TBS (anexo | num. 12 ) para retirar los restos de anticuerpo

secundario no adheridos.

8.5. REVELADO CON ECL

Una vez inmunotenidas las membranas, se incubaron con ECL + plus
(Amersham Pharmacia Biotech) durante 5 minutos. A continuacion se
eliminaron los restos de tampodn y las membranas se introdujeron en un casette
(HypercassetteTM, Amersham LIFE SCIENCE) de revelado exponiéndose a
una pelicula fotografica Kodak X-OMAT en oscuridad durante distintos tiempos

para optimizar la sefal de marcaje.

8.6. ANALISIS DE IMAGEN

Las membranas de nitrocelulosa tefidas con el colorante Rojo

Ponceau’s y las placas radiograficas tras el revelado por quimioluminiscencia,
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fueron convertidas a formato digital con un densitémetro GS-800 (BioRad). La
densidad de reaccion obtenida en cada caso, fue analizada con el programa
Quantity One 4.4.1 (BioRad).

El producto obtenido permitié visualizar y cuantificar la densidad de
reaccion obtenida para los distintos polipéptidos que fue referida a la densidad
de reaccion obtenida para el Ponceau’s.

9. ANALISIS ESTADISTICOS

El analisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el paquete
estadistico para ciencias sociales SPSS 15.0 (Chicago, lllinois) y STATISTICA
8.0 para Windows. Los graficos de obtuvieron con el programa GraphPad
Prism 5.0 y Microsoft Excel.

Para estudiar las diferencias de expresion génica (mSPS1, mDLP1,
mCOQ2, mCOQ3, mCOQ7 y mCOQ8) asi como en el contenido de coenzima
Q (CoQg y CoQ1p) en cada organo y tejido muscular se llevé a cabo un analisis
de ANOVA de una via. Las diferencias entre control y RC se estudiaron usando
la prueba T para muestras independientes.

Ademas de la comparacion entre control y RC, el estudio incluyé las
comparaciones entre los ratones que habian consumido las 3 dietas con
diferentes composiciones grasas (ANOVA de dos vias). Se analizaron los
efectos del contenido graso de la dieta (aceite de ternera, soja o pescado) y el
tratamiento (RC y AL) en cada dieta. El modelo contuvo términos para

“calorias”, “grasa” y la interaccion “calorias*grasa”. En caso de que el test
ANOVA no fuera apropiado, se utilizé un test no-paramétrico como el test de
Duncan o ANOVA no paramétrico.

En casos especificos se utilizd un analisis de correlacion para estudiar la
posible relacion entre el ratio de coenzima Qo/Q1o y el ratio de los genes
mSPS1/mDLP1 que codifican las subunidades que componen la actividad

coq1p (transprenil transferasa).
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1. CARACTERISTICAS BASALES DEL CONTENIDO DE
COENZIMA Q Y EXPRESION DE GENES COQ.

En este apartado se cuantificaron los niveles de las dos isoformas de
CoQ (CoQg y CoQyp), el ARNm de los genes COQ: COQ1 (mSPS1 y mDLP1),
COQ2, COQ3, COQ7 Y COQS8, asi como los niveles de sus respectivas
proteinas codificadas en los tejidos mitdticos y postmitéticos en ratones
alimentados con una dieta ad libitum. Nuestro primer objetivo fue conocer cémo
se distribuye el CoQ en los distintos 6rganos del ratdn en condiciones
normales, es decir, sin ser sometidos a restriccion calorica, y cuantificar las
enzimas de la etapa final de sintesis de CoQ, tanto a nivel a nivel proteico
como de transcrito, pues como era de esperar (ver mas adelante), la
distribucion de CoQ muestra cambios significativos entre tejidos. Hemos
considerado adecuado mostrar en primer lugar los cambios producidos en la
dieta mas saturada (enriquecida con aceite de ternera), porque en los
sucesivos apartados se comparara con las dietas enriquecidas en aceites de
soja y de pescado, que difieren de la primera en el incremento del grado de
insaturacién de sus acidos grasos.

El criterio de nomenclatura establecido para sefalar los cambios de
contenido de CoQ y de los genes COQ entre tejidos se lee de izquierda a
derecha:

Higado “A”: cambios frente rindn, cerebro, musculo y corazén.
Rifén “B”:  cambios frente cerebro, musculo y corazén.
Cerebro “C”: cambios frente musculo y corazén.

Musculo “D”: cambios frente a corazon.

1.1. DISTRIBUCCION TISULAR DEL COENZIMA Q

1.1.1. NIVELES DE CoQg Y Co0Q1p

En la figura 11 se muestran los valores de CoQg y CoQ+o obtenidos a
partir de los extractos lipidicos (fase de hexano) obtenidos de los distintos
tejidos, mediante su posterior separacién, deteccidon y cuantificacion por HPLC,

segun esta descrito en el apartado de Material y Métodos .
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Figura 11. Contenido de CoQ 4y CoQ o en higado, rifion, cerebro, masculo y corazon de
ratones (N=18) alimentados con la dieta de ternera en condiciones ad libitum. Los
valores son dados como media * error estandar. ANOVA de un factor para CoQ 9 Y CoQ 1.
Diferencias significativas entre todos los valores de CoQ 9 (P<0,001) y diferencias
significativas abed (P<0,001) respecto a higado (a), rifién (b), cerebro (c) y musculo (d).

Como podemos observar en la figura 11, la distribucion de CoQ, tanto
en lo que respecta a su cantidad total como en cuanto a la presencia relativa de
las dos formas homologas, es dependiente de tejido. Aunque el contenido de
CoQq es significativamente diferente entre todos los tejidos (P<0,001), destaca
el rindn con unos niveles medios de 1,159 pmoles/mg proteina, muy superiores
al resto de tejidos; siguiéndole el corazén con 0,470 pmoles/mg proteina.
Respecto a la distribucion de CoQqo, vuelven a destacar los niveles
encontrados en el rifion (0,269 pmoles/mg de proteina) frente a resto de tejidos,
que contienen significativamente menos CoQqp; superando en este caso
incluso los niveles de CoQq del higado, cerebro y musculo. Por el contrario, la
concentracion de CoQg y CoQq en el musculo es la mas pequefia en
comparacién al resto de tejidos (0,075 y 0,011 pmoles/mg de proteina
respectivamente).

1.1.2. RELACION CoQ 4/CoQg

Una vez cuantificado el contenido de CoQ, se calculd la relaciéon
CoQy/CoQ1p con el objetivo de investigar si la proporcion entre las dos formas

del CoQ variaba en funcion del tejido (figura 12 ).
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Figura 12. Relacion CoQ ¢/CoQ;q en higado, rifion, cerebro, masculo y corazon de ratones
(N=18) alimentados con la dieta de ternera en condiciones ad libitum. Los valores son
dados como media * error estandar. ANOVA de un factor. Diferencias significativas
4(P<0,01) y “®°P (P<0,001) respecto a higado (a), rifion (b), cerebro (c) y mtsculo (d).

Observamos que el higado y el musculo, dos de los tejidos que
mostraban los niveles mas bajos de CoQg y CoQqo (figura 11 ), son los que
poseen los ratios mayores junto con el corazén. Sin embargo el rifidn, érgano
que contiene mayor concentracion de los dos coenzimas, presenta la relacion
mas pequefa, junto con el cerebro. Resulta también llamativo el hecho de que
la relacion CoQy/CoQ1p se mantiene en un margen muy estrecho en rifidn,
cerebro y corazén para los distintos individuos analizados, mientras que la
variabilidad interindividual es mucho mayor en el musculo esquelético y

particularmente en el higado.

1.2. EXPRESION DE GENES RESPONSABLES DE LA
SINTESIS DE CoQ Y VALIDACION A NIVEL DE PROTEINA

Después de estudiar la distribucion de CoQ caracterizamos el perfil de
expresion de los genes responsables de la ultima etapa biosintética, para
analizar de qué forma sus niveles de expresion podrian explicar las diferencias
cuantitativas de CoQ en los distintos tejidos. También se cuantificaron
mediante western blot los niveles de proteina de Coqg2p, Coq3p, Coq7p y
Coqg8p en todos los tejidos. En los sucesivos capitulos de resultados,
mostraremos las imagenes correspondientes a las proteinas coq2p y coq3p.
Respecto a las proteinas coq7p y cog8p no consideramos adecuado interpretar
los resultados obtenidos en proteina en base a los datos de expresion de
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mCOQ7 y mCOQ8 debido a que el perfil de bandas no era constante entre
tejidos, posiblemente por la inespecificidad del anticuerpo del que disponemos.
En el caso de coq8p, se encontraron distintas bandas que si bien coincidian

con isoformas (www.uniprot.org/uniprot/Q8NI60) de distinto peso molecular

cuya funcién aun es desconocida, no se observaban mas que en el higado y
riAoN.
El criterio de nomenclatura utilizado en el estudio para diferenciar los
genes de sus correspondientes proteinas es el siguiente:
o0 Genes: nombre en mayuscula y cursiva (i.e. mCOQZ2 en ratén o COQ2
sin especificar especie)

0 Proteinas: nombre en minuscula y la letra “p

coq2p)
o En el caso de la enzima transpenil transferasa de raton usamos la

(proteina) al final (i.e.

misma denominacion que en levaduras: Coqlp. A los genes que
codifican el heterotetramero en ratén las denominamos mSPST y
mDLP1 (mCOQ1).

1.2.1. NIVELES DE EXPRESION GENICA Y DE PROTEINA

En las figuras 13-18 se muestran los perfiles génicos de expresion de
mCOQ1 (mSPS1 y mDLP1), mCOQ2, mCOQ3, mCOQ7 y mCOQ8) en los
cinco tejidos estudiados. En este apartado los resultados se representan
normalizando los valores a una curva estandar con 10", 102, 10°10%, 10°, 10°,
108 copias de ADNc/ul sintetizado a partir del transcrito de cada gen, debido
que la expresién del gen mHPRT en musculo y corazén mostraba un descenso
en su expresion. La validacion a nivel de proteina se realiz6 a partir de 100 ug
de proteina de homogenados de cada tejido, con al menos 4 individuos

seleccionados aleatoriamente.

1.2.1.1. mCOQ1

La enzima Coq1p forma un heterotetramero codificado por dos genes
denominados mSPS1 (figura 13 ) y mDLP1 (figura 14 ) en roedores. Como se

observa en ambas figuras, el rindn y el corazdn presentan una mayor expresion
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de los dos genes, seguido del cerebro, higado y el tejido muscular en ultimo

lugar.

mSPS1

Higado (H), Rifién (R), Cerebro (Ce), Musculo (M), Corazon (Co)
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Figura 13. Numero de copias totales de mSPS1 a partir de 125 ng de ARNm total en
higado, rifién, cerebro, mulsculo y corazén de ratones (N=18) alimentados con la dieta ad
libitum . Los valores son dados como media + error estandar de 18 roedores. ANOVA de

un factor. Diferencias significativas aCd(P<O,05) y “8(P<0,001) respecto a higado (a), rifién
(b), cerebro (c) y musculo (d).

mDLP1

Higado (H), Rifién (R), Cerebro (Ce), Musculo (M), Corazén (Co)
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Figura 14. Namero de copias totales de  mDLP1 a partir de 125 ng de RNAm en higado,
rifién, cerebro, misculo y corazén de ratones (N=18) alimentados con la dieta ad libitum .
Los valores son dados como media + error estdndar de 18 roedores. ANOVA de un
factor. Diferencias significativas ~ *(P<0,05) y “®“°(P<0,001) respecto a higado (a), riion
(b), cerebro (c) y musculo (d).
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A priori, parece existir una relacién entre el contenido de CoQ y la
expresion de mCOQ17 pues 6rganos con mayor contenido en CoQ como el
riidn y el corazon (figura 11 ) presentan la expresidon mas elevada de los dos
homodimeros mSPS1 Y mDLP1. A la inversa, el bajo contenido en CoQg y
CoQp del tejido muscular coincide también con la minima expresién de ambos
genes COQ1.

1.2.1.2. mCOQ2

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de ARNm del gen mCOQ2

y de su proteina Cog2p se muestran en la figura 15 .
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Figura 15. 1. NUmero de copias totales de mCOQ?2 a partir de 125 ng de RNAm en higado,
rifidn, cerebro, masculo y corazén de ratones (N=18) alimentados con la dieta ad libitum .
Los valores son dados como media + error estdndar de 18 roedores. ANOVA de un
factor. Diferencias significativas ~ *(P<0,01) y “*°(P<0,001) respecto a higado (a), rifion (b)
y musculo (d). 2. Imagen correspondiente a la inmunodetccién de Cog2p.

Al comparar los niveles de expresion del gen mCOQ2 con la
inmunodeteccion de la proteina Cog2p, observamos que en rindn, cerebro y
corazdn, una elevada expresion génica se correspondia con cantidades
elevadas de la proteina. En tejido muscular también se produce una
coincidencia entre los niveles de expresidn génica y de proteina, que son en

ambos casos significativamente inferiores al resto de tejidos. En cambio, en el
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higado, no se hall6 correlacion, pues un incremento en la expresiéon del gen se
manifestaba con un descenso de la cantidad de proteina detectada, sugiriendo
que existe un nivel de regulacidn post-transcripcional o post-traduccional que

es especifico de tejido.

1.2.1.3. mCOQ3

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de ARNm del gen mCOQ3

y de su proteina Coq3p se muestran en la figura 16 .
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Figura 16. 1. Numero de copias totales del gen  mCOQ3 partir de 125 ng de ARNm en
higado, rifién, cerebro, mlsculo y corazén de ratones (N=18) alimentados con la dieta ad
libitum . Los valores son dados como media + error estandar. ANOVA de un factor.
Diferencias significativas Cd(P<0,01) y AB(PSO,OOl) respecto a higado (a), rifion (b), cerebro
(c) y musculo (d). 2. Imagen correspondiente a la inmunodetccion de Coq3p.

En el analisis de mCOQ3/Coq3p, los cambios de expresion se
correlacionan con los cambios de proteina. En el caso del rindn, se aprecian
varias bandas debajo de la banda especifica, que nos hacen sospechar que
existen modificaciones a nivel de ARNm como splicing alternativo, o alguna

modificacion de la proteina.
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1.2.1.4. mCOQ7

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de ARNm del gen mCOQ7

se muestran en la figura 17 .
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Figura 17. Numero de copias totales del gen mCOQ7 a partir de 125 ng de ARNm total en
higado, rifién, cerebro, mulsculo y corazén de ratones (N=18) alimentados con la dieta ad
libitum . Los valores son dados como media + error estandar de 18 roedores. ANOVA de

un factor. Diferencias significativas d(P<0,05), Cd(P<0,01) y AB(PSO,OOl) respecto a higado
(a), rifion (b), cerebro (c) y masculo (d).

La expresion de ARNm de mCOQ7 no muestra cambios entre el higado
y el cerebro; y entre el riidn y corazon. El musculo es el tejido que menos
expresion génica manifiesta mostrando cambios significativos con los demas
organos. De nuevo la expresibn mas abundante del gen coincide con los
organos con mayor contenido de CoQ. De manera inversa el tejido muscular,
con menor contenido de ubiquinona se corresponde con la expresion mas baja
de mCOQY7.
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1.2.1.5. mCOQ8

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de ARNm del gen mCOQ8

se muestran en la figura 18 .
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Figura 18. Numero de copias totales del gen  mCOQ8 partir de 125 ng de ARNm total
extraiado del higado, rifién, cerebro, masculo y corazén de ratones (N=18) alimentados
con la dieta ad libitum . Los valores son dados como media + error estdndar. ANOVA de
un factor. Diferencias significativas Cd(P<0,01) y “®(P<0,001) respecto a higado (a), rifion
(b) y masculo (d).

Los resultados de expresion de mCOQ8 no hallan diferencias entre el
riidn y corazon, siendo los tejidos con los niveles de expresion mas elevados.
El cerebro y musculo muestran los niveles mas bajos de transcrito, en
comparacién con el resto de tejidos. El higado, mantiene unos niveles de
expresion elevados pero aun significativamente inferiores a los hallados en

riAdn y corazon.
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2. EFECTO DE LA RESTRICCION CALORICA SOBRE
EL SISTEMA DEL CoQ

A continuacion se determinaron los efectos de la restriccion calorica
sobre la distribucion tisular de CoQg y CoQ1o; y sobre la expresion de los genes
relacionados con la etapa final de su biosintesis. Este estudio se llevé a cabo
sobre ratones alimentados con una dieta enriquecida con grasa de ternera en
restriccion caldrica (RC) del 40% durante un mes teniendo como control
animales alimentados ad libitum (AL) con la misma dieta. La poblacién de
estudio estuvo compuesta por 36 animales: 18 ratones AL y 18 ratones RC.

El criterio de nomenclatura establecido para sefalar los cambios de
producidos por la RC en contenido de CoQ y de los genes COQ en cada tejido
se indica con asteriscos (*) en las poblaciones de RC respecto de su

correspondiente AL.

2.1. DISTRIBUCION TISULAR DEL COENZIMA Q EN
ANIMALES SOMETIDOS A RESTRICCION CALORCA

2.1.1. NIVELES DE COENZIMA Q

En la figura 19 se muestran los cambios provocados por la RC en el
contenido de CoQg y CoQqo extraidos en fase de hexano, y posteriormente
separados y cuantificados mediante cromatografia de fase reversa (HPLC),
segun se describe en Material y Métodos. Los resultados ponen de manifiesto
que la restriccion caldrica provocd una respuesta en los organos con el
contenido de CoQ mas extremo (rifion, musculo y corazén). En cambio, los
organos con valores medios (higado y cerebro) no mostraron ninguna
modificacion con la restriccion de calorias.

En el riion, la RC disminuyod significativamente los niveles de CoQqo,
aumentando los de CoQg. En el tejido muscular, se observé un descenso

significativo en las dos formas de CoQ en ratones con dietas hipocaldricas.
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Figura 19. Cambios en el CoQ ¢y CoQjen higado, rifién, cerebro, masculo y corazén de
ratones en restriccion caldric a (RC) del 40%, alimentados con una dieta conteniendo
grasa de ternera . Los valores son dados como media + error estandar. Prueba T para
muestras independientes. Diferencias significativas *(P<0,05) y ***(P<0,001) halladas en
los tejidos de roedores en RC (N=18) respecto de su control ad libitum (AL, N=18).

2.1.2. RELACION CoQ4/CoQ,

La relacién de los valores obtenidos para las dos isoformas del CoQ se

muestra en la figura 20 .

El Higado B Rif6n WM Cerebro WM Musculo Corazén
351
304
v 259
93
o
> 5 204
O =
(%]
S g 15
C
x £
5 14 1 skk
54 % T
e i
C L) L L) L L) L L) L L) L
AL CR AL CR AL CR AL CR AL CR

Figura 20. Cambios en la relacion CoQ ¢/CoQio en el higado, rifién, cerebro, masculo y
corazoén de ratones alimentados con una dieta de ternera en restriccién caléric a (RC) del
40%. Los valores son dados como media + error estandar. Prueba T para muestras
independientes. Diferencias significativas ***(P<0,001) halladas en los tejidos de
roedores en RC (N=18) respecto de su control AL (N=18).

83



Resultados

La restriccidon caldrica incrementé de manera muy significativa la relacion
CoQy/CoQ+p en el rindbn, como consecuencia del descenso en los niveles de
CoQ1p y el aumento en CoQg indicados anteriormente. El descenso en los
niveles de CoQg y CoQ1p encontrado en el musculo esquelético se produjo

manteniendo constante la relacion CoQg/CoQ1o.

2.2. CAMBIOS |INDUCIDOS POR LA RESTRICCION
CALORICA EN LA EXPRESION DE GENES Y PROTEINAS
COQ

Una vez estudiado el efecto que tiene la RC sobre el contenido de CoQ y
sobre la relacion CoQg/CoQ1o, se realizé un estudio de expresion de los genes
COQ en cada tejido de los ratones ad libitum y RC. Los resultados se
analizaron usando la prueba T para muestras independientes. Nuestro objetivo
fue obtener informacion sobre qué genes son susceptibles de modificacion en
presencia de una dieta hipocaldrica, que pudieran explicar los cambios
observados en esta condicion en los niveles de CoQ.

En todos los 6rganos que mostraron cambios en el contenido de CoQ,
en la relacion CoQg/CoQ1o y/0 que mostraron cambios de expresion en alguno
de los genes estudiados con la RC, se determinaron también mediante
inmunodeteccién los niveles de proteinas Coq en las dos intervenciones
dietéticas. Siguiendo el criterio de cuantificacion en proteémica para el analisis
de geles bidimensionales (Stessl et al. 2009) y ser mas restrictivos con los
cambios de proteina obtenidos en los western blot se prestd mas atencion a
aquellos cambios con valores por encima del doble o por debajo de la mitad de

la condicion tomada como referencia.
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2.2.1. mCOQ1

Los cambios de expresion para los dos genes que codifican la proteina

Coqg1p se muestran a continuacion:
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Figura 21. Cambios de expresion de los genes  COQ1 (mSPS1 y mDLP1) en respuesta a la
RC del 40%. Los valores son dados en % de expresibn como media + error estandar
calculados a partir del nimero de copias del gen en 125 ng de ARNm totales y ajustados

al nimero de copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. Prueba T para
muestras independientes. Diferencias significativas *(P<0,05) y **(P<0,01) halladas en los
tejidos de roedores en RC (N=18) respecto de su control ad libitum (AL, N=18).

No se hallaron diferencias al analizar la expresion del gen mSPS1 en
ninguno de los tejidos. Sin embargo la restriccion calérica modifico la expresion
de mDLP1, incrementando en el rindn y en el tejido muscular y disminuyendo la

expresion en el higado.
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2.2.2. mCOQ2

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 22 .
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Figura 22. 1. Cambios de expresion del gen  COQ2 en respuesta a una RC del 40%. Los
valores son dados en % de expresion como media * error estandar calculados a partir

del nimero de copias del gen en 125 ng de ARNm totales y ajustados al numero de
copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. Prueba T para muestras
independientes. Diferencias significativas **(P<0,01) halladas en los tejidos de roedores

en RC (N=18) respecto de su control ad libitum (AL, N=18). 2. Imagen correspondiente a
la inmunodeteccion de Coqg2p.

Los resultados muestran un incremento significativo (P<0,01) en la
expresion de mCOQ2 en el rifidn coincidiendo con una deteccion mayor en los
niveles de proteina (3,41 veces) sobre su correspondiente AL. Sin embargo en
el higado no se hallaron cambios de expresion en restriccidn caldrica pero si se
detecté un aumento en los niveles de proteina equivalentes a 4,11 veces
superior a su AL (la representacion de los niveles de proteina se muestra el
apartado 3.2.3.1.). Estos resultados sugieren la existencia de mecanismos
reguladores a nivel postranscripcional en respuesta a la RC, que son
dependientes de tejido.
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2.2.3. mCOQ3

El efecto de la RC para la sintesis de coq3p se muestra en la figura 23.
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Figura 23. 1. Cambios de expresion del gen COQ3 en respuesta a una RC del 40%. Los
valores son dados en % de expresion como media * error estandar calculados a partir

del nimero de copias del gen en 125 ng de ARNm totales y ajustados al nimero de
copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. Prueba T para muestras
independientes. Diferencias significativas *(P<0,05) halladas en los tejidos de roedores

en RC (N=18) respecto de su control ad libitum (AL, N=18). 2. Imagen correspondiente a
la inmunodeteccion de Coq3p.

Los resultados de expresion mostraron cambios en el higado y musculo,
aunque unicamente el musculo manifestdé un cambio a nivel de proteina. En el
caso del higado los resultados de expresion indican que bajo una dieta
hipocaldrica disminuye la expresion de mCOQ3 sin embargo en los niveles de
proteina no se hallaron cambios tras la dieta. El rindn no cambia su expresion
ante la RC, sin embargo los niveles de proteina se elevan 3,1 veces mas que lo
cuantificado en condiciones AL (la representacion de los niveles de proteina se
muestra el apartado 3.2.3.2.). En el musculo esquelético, tanto el ARNm de
mCOQ3 (P<0,05) como los niveles de Coq3p (3,5 veces frente a su AL)
incrementaron significativamente con la RC. En el resto de érganos no se

hallaron diferencias.
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2.2.4. mCOQ7

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 24 .
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Figura 24. Cambios de expresion del gen  COQ?7 en respuesta a una RC del 40%. Los
valores son dados en % de expresion como media * error estandar calculados a partir

del nimero de copias del gen en 125 ng de ARNm totales y ajustados al numero de
copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. Prueba T para muestras
independientes. Diferencias significativas *(P<0,05) y ***(P<0,001) halladas en los tejidos

de roedores en RC (N=18) respecto de su control  ad libitum (AL, N=18).

La expresion de los transcritos de mCOQY7 reveld cambios en el higado y
cerebro, aumentando significativamente (P<0,001 y P<0,05 respectivamente)
con una dieta hipocaldrica. En el resto de tejidos no se hallaron cambios de
expresion por la RC.

2.2.5. mCOQ8

En la figura 25 se muestra el efecto de la RC sobre la expresion de
mCOQ8.
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Figura 25. Cambios de expresion del gen mCOQ8 en respuesta a una RC del 40%. Los
valores son dados en % de expresion como media * error estandar calculados a partir

del nimero de copias del gen en 125 ng de ARNm totales y ajustados al numero de
copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. Prueba T para muestras
independientes. Diferencias significativas **(P<0,01) y ***(P<0,001) halladas en los tejidos

de roedores en RC (N=18) respecto de su control  ad libitum (AL, N=18).

La restriccidon caldrica tuvo un efecto general muy marcado en la
expresion de mCOQ8 a corto plazo. EL higado y riidn aumentaron su
expresion con una significacion de P<0,001 y P<0,01 respectivamente. Y en el
corazon la expresion disminuia (P<0,001) respecto de la dieta ad libitum.

El musculo esquelético, es el tejido que mas se afecta con la RC,
disminuyendo su contenido de CoQ, sin embargo, no presenté cambios en la
expresion de este gen. Este dato podria resultar interesante pues se ha
propuesto que Coq8p podria tener una funcién kinasa sobre otros enzimas
responsables de la biosintesis de CoQ, resultando asi en una regulacion de su

actividad.
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3. EFECTO DEL COMPONENTE LIPIDICO DE LA
DIETA SOBRE LOS CAMBIOS INDUCIDOS POR LA RC

En este apartado introducimos una variable categodrica adicional: el
componente lipidico de la dieta. Ampliamos el estudio de restriccion caldrica a
dos poblaciones mas de roedores (N total=108) cuyas intervenciones dietéticas
difieren en el grado de insaturacion de los acidos grasos que las componen. La
dieta de aceite de soja es rica en acido linoleico (poliinsaturado n-6) y la dieta
de aceite de pescado esta enriquecida en acidos grasos poliinsaturados n-3.

El analisis estadistico estudia el efecto que tiene la restriccién caldrica
en tres intervenciones dietéticas establecidas sobre el contenido de coenzima
Q (CoQg y CoQ1p) en cada tejido, asi como los cambios de expresion de los
genes COQ. Queremos investigar como el tipo de grasa de la dieta puede
intervenir en los cambios inducidos por la RC en los ratones y su relacién a
corto plazo con el envejecimiento saludable a través de la via de sintesis del
coenzima Q.

Este estudio recoge informacién sobre el efecto de la dieta en ratones
jévenes, alimentados durante un mes con las tres intervenciones dietéticas
descritas en Material y Métodos . El Proyecto Principal “Alterations in
membrane composition and function with calorie restriction” tiene como objetivo
estudiar los cambios a lo largo del envejecimiento, de forma que este estudio
se completa con roedores sometidos a las mismas dietas y restriccion caldrica
durante 8 y 20 meses.

La nomenclatura de significacion en las figuras mantiene el mismo
criterio que en los apartados anteriores:

» Cambios debidos al aporte de calorias mediante asteriscos (*) en la
categoria de RC respecto de su correspondiente AL.

» Cambios debidos al componente graso de la dieta mediante letras:
Aceite de ternera “A”: cambios frente a aceite de soja y pescado.
Aceite de soja “B™: cambios frente a aceite de pescado.
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3.1. DISTRIBUCION DE COENZIMA Q

En el apartado 1.1.1. Niveles de CoQ ¢ y CoQio de resultados se
demostro que la distribucion de ubiquinona es especifica de tejido (figura 11 ).
A continuacion analizamos en cada tejido el efecto que produce el componente

graso de la dieta (ternera, soja y pescado) sobre los efectos de la RC en el
contenido de coenzima Q.

3.1.1. COENZIMA Qg

En la figura 26 se muestran los cambios provocados por la RC en el
contenido de CoQg del higado, riidn, cerebro, musculo y corazéon de los
roedores alimentados con los tres tipos de dietas. El CoQ total fue extraido en
fase de hexano, y posteriormente separados y cuantificados mediante

cromatografia de fase reversa (HPLC), segun se describe en Material y
Métodos.

@ AL Ternera O AL Soja O AL Pescado
@ RC Ternera @ RC Soja @ RC Pescado

1,5"’ T
1,254

0,754
0,51
0,254

Coenzima Q
(pmoles/ pg proteina)

Higado Rifién Cerebro Mdusculo Corazon
Pgrasa 0,004 0,000 0,000 0,032 0,488
Pcalorias 0,795 0,015 0,128 0,511 0,065
Pinteraccion 0,611 0,000 0,425 0,000 0,013

Figura 26. Contenido de CoQ ¢ en higado, rifién, cerebro, misculo y corazén de ratones
alimentados con tres dietas de ternera (N=36), soja (N=36) y pescado (N=36) en RC al
40% y sus correspondientes dietas  AL. Los valores son dados como media de cada
categoria. ANOVA de dos vias para la dieta (grasa de ternera (T), aceite de soja (S) y
aceite de pescado(P)), aporte caldrico (AL y RC) y la interaccion dieta*calorias.
Diferencias significativas *(P<0,05), **(P<0,01) y ***(P<0,001) en RC respecto de su AL.
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Higado:

Con respecto al contenido de CoQg, no se encontraron cambios
inducidos en higado por la RC (P=0,795), ni tampoco de la interaccion de ésta
con el componente lipidico (P=0,611). Sin embargo si existe un efecto
provocado por el componente lipidico (P=0,004). En el analisis de Post Hoc
(anexo Il) este efecto se explica con un contenido mayor de CoQq (0,539
pmoles/ug de proteina) en la dieta soja en comparacion de la dieta de pescado
(P=0,02 y 0,384 pmoles/ug de proteina) o ternera (0,485 pmoles/ug de
proteina) en condiciones AL. Entre las poblaciones RC no se hallaron cambios

significativos.

Rifion:

Se hallé un efecto significativo del componente lipidico de la dieta y de la
interaccion de ésta con la restriccion de calorias sobre los niveles de CoQg en
rindn, de tal forma que los roedores sometidos a una dieta hipocalérica
aumentan su contenido de CoQg cuando son alimentados con grasa de ternera
(P=0,026) y disminuyen sus niveles cuando son alimentados con aceite de
pescado (P=0,000), hecho que no ocurre con el consumo de una dieta
enriquecida con aceite de soja. En el analisis Post Hoc que analiza los cambios
caso a caso, observamos que al comparar las dietas AL existe una diferencia
significativa (P=0,04) entre soja (1,00 pmoles/ug de proteina) y pescado (1, 31
pmoles/ug de proteina). Las dietas de RC se ven afectadas por el componente
lipidico que llevan afiadido. La grasa de la dieta también afecta entre las dietas
de RC. Es curioso porque aqui se produce una bajada significativa (P<0,01 y
P<0,001) y progresiva del contenido de CoQg en base a la saturacién de la
dieta. De dieta mas saturada de ternera (1,47 pmoles/ug de proteina), a una
intermedia de soja (1,09 pmoles/ug de proteina) y finalmente la dieta de

pescado mas poliinsaturada (0,32 pmoles/ug de proteina)

Cerebro:

La misma situacion observada en higado se da en cerebro. El
contenido de CoQg se modifica en funcidn del tipo de aceite de la dieta. Pero el
estudio Post Hoc muestra que los cambios de la dieta ocurren entre RC y no

entre AL, siendo mas abundante en la dieta de ternera (0,15 pmoles/ug de
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proteina) frente a soja y pescado (0,10 y 0,10 pmoles/ug de proteina

respectivamente).

Musculo esquelético:

Los cambios observados por la RC en musculo se ven fuertemente
influidos por su interaccion con el tipo de aceite que esta presente en la dieta,
de forma que en ternera el contenido de CoQg disminuye (P=0,000) en
respuesta a una restriccion del aporte caldrico y sin embargo en soja el
contenido de CoQg se ve incrementado en la dieta hipocaldrica (P=0,012). Este
efecto no ocurre en la dieta de aceite de pescado. El analisis Post Hoc,
encuentra diferencias entre las dietas RC, de forma que la dieta saturada tiene
un contenido de CoQg mas bajo (0,02 pmoles/ug de proteina) que en las dietas
de soja y pescado (0,07 y 0,07 pmoles/ug de proteina respectivamente)

significativo con un P=0,000 respecto a ambas dietas.

Corazon:

En el corazén no se obtienen cambios en el contenido de CoQg en
funcidn del tipo de aceite y aporte caldrico, sin embargo si ocurre una
interaccidon significativa entre dieta*calorias (P=0,013). Estos resultados se
explican porque el estudio Post Hoc muestra una interaccion entre la RC de

soja y el AL de pescado con un P=0,04).

3.1.2. COENZIMA Q1o

En la figura 27 se muestran los valores de CoQ+o obtenidos a partir de
los extractos lipidicos (fase de hexano) de los distintos tejidos en las tres
intervenciones dietéticas en AL y RC, y su posterior separacion, deteccion y
cuantificacion por HPLC, segun estad descrito en el apartado de Material y

Métodos.

Higado:

El contenido de CoQip en el higado disminuye significativamente
(P=0,002) con en la dieta de RC de aceite de pescado. Los datos muestran una
una interaccion significativa (P=0,027) entre el tipo de aceite y el aporte

93



Resultados

caldrico de la dieta que con el estudio de Post Hoc se explica porque la dieta
RC de pescado experimenta una bajada significativa (P=0,000) en el contenido
de CoQqo respecto a todas las demas categorias.

@ AL Ternera
@ RC Ternera

O AL Soja
@ RC Soja

O AL Pescado
@ RC Pescado

Coenzima Q ,,
(pmoles/ pg proteina)

Higado Rifién Cerebro Mdusculo Corazon
Pdieta 0,028 0,000 0,001 0,000 0,057
Pcalorias 0,001 0,000 0,170 0,603 0,143
Pinteraccion 0,027 0,007 0,804 0,000 0,036

Figura 27. Contenido de CoQ 4 en higado, rifién, cerebro, misculo y corazén de ratones
alimentados con tres dietas de ternera (N=36), soja (N=36) y pescado (N=36) en RC al
40% y sus correspondientes dietas  AL. Los valores son dados como media de cada
categoria. ANOVA de dos vias para la dieta (aceite de ternera (T), aceite de soja (S) y
aceite de pescado(P)), aporte calérico (AL y RC) y la interaccién dieta*calorias.
Diferencias significativas *(P<0,05), **(P<0,01) y ***(P<0,001) en RC respecto de su AL.

Rifion:

El grado de saturacion en RC tiene el mismo efecto que el observado
para CoQg. Existe una bajada progresiva en el contenido de CoQ4o desde una
dieta mas saturada de ternera a la mas poliinsaturada de pescado, con un
P=0,009 entre soja (0,16 pmoles/ug de proteina) y pescado (0,06 pmoles/ug de
proteina) y con un P=0,000 entre ternera (0,20 pmoles/ug de proteina) y
pescado. Entre las dietas ad libitum no se hallaron cambios significativos.

A su vez, el aporte calorico muestra diferencias significativas en la dieta
de ternera y pescado disminuyendo en RC el contenido de CoQ1o (P=0,05 vy

P=0,000 respectivamente). La interaccion (P=0,007) que existe entre el
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contenido graso de cada intervencion y el aporte calérico se debe a que la RC

de pescado presenta cambios significativos con el resto de dietas.

Cerebro:

El cerebro no presenta cambios significativos en el contenido de CoQ+g
en respuesta a la RC. Sin embargo, si analizamos la respuesta que tiene este
organo al contenido graso de la dieta si encontramos diferencias (P=0,001)
debido a que entre la dieta AL de ternera (0,061 pmoles/ug de proteina) y la
dieta AL de pescado (0,047 pmoles/ug de proteina) existe una cambio

significativo en el contenido de CoQo.

Musculo esquelético:

Se hall6 un efecto significativo del componente lipidico de la dieta
(P=0,000) y de la interaccion de ésta con la restriccion de calorias (P=0,000)
sobre los niveles de CoQiy en musculo, de tal forma que los roedores
sometidos a una dieta hipocalérica disminuyen su contenido de CoQ4o cuando
son alimentados con aceite de ternera (P=0,000) y aumentan sus niveles
cuando son alimentados con dietas conteniendo aceite de soja (P=0,004),
hecho que no ocurre con el consumo de una dieta enriquecida con aceite de
pescado. El analisis Post Hoc, muestra cambios significativos entre dietas AL:
la dieta de soja (0,002 pmoles/ug de proteina) presenta unos niveles inferiores
a los de las otras dos dietas (0,011 pmoles/ug de proteina en ambas).

En RC también se producen cambios debido al tipo de grasa, de forma
que la dieta de pescado (0,012 pmoles/ug de proteina) tiene unos niveles
significativamente superiores (P=0,000) a los de las dietas de ternera y soja

(0,005 pmoles/ug de proteina en ambas).

Corazon:

En el corazén no se obtienen cambios en el contenido de CoQqp en
funcién del tipo de grasa y aporte caldrico; sin embargo si ocurre una
interaccion significativa entre las dos variables (P=0,036). El analisis Post Hoc
muestra que en AL existen cambios significativos entre la dieta de ternera
(0,048 pmoles/ug de proteina) y la dieta de pescado (0,074 pmoles/ug de

proteina) que aumenta con un valor P=0,01 respecto a la primera.
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3.1.3. RATIO CoQ¢/CoQqg

La relacion CoQo/CoQip en todas las intervenciones dietéticas se

representa en la figura 28 .

EE RC Pescado
[ AL Pescado

RC Ternera
[ AL Ternera

RC Soja
[ AL Soja

40 -
35 -
30
25
20
15
10
5 4

Ratio CoQ ¢/CoQ1q
(Unidades arbitrarias)

. %M o=ty

Higado o Rifion Cerebro Musculo Corazon
Pgrasa 0,562 0,000 0,267 0,000 0,000
Pcalorias 0,010 0,000 0,347 0,179 0,000
Pinteraccion 0,150 0,003 0,209 0,514 0,009

Figura 28. Relacién CoQ ¢/CoQ1, en higado, rifién, cerebro, misculo y corazén de ratones
alimentados con tres dietas de ternera (N=36), soja (N=36) y pescado (N=36) en RC al
40% y sus correspondientes dietas  AL. Los valores son dados como media * error
estandar de cada categoria. ANOVA de dos vias para la dieta (grasa de ternera (T), aceite

de soja (S) y aceite de pescado (P)), aporte calérico (AL y RC) y la interaccion

dieta*calorias. Diferencias significativas *(P<0,05), **(P<0,01) y ***(P<0,001) en RC
respecto de su AL.

Higado:

El analisis de ANOVA muestra cambios en el aporte caldrico de la dieta.
En el estudio Post Hoc, se confirma que estos cambios se deben
exclusivamente al incremento del ratio en la dieta de pescado con un valor
P=0,01.

Rifion:

En el rindn, los cambios son muy marcados. Existe un fuerte efecto en
los dos niveles: la grasa (P=0,000) y las calorias (P=0,000), resultando en una
interaccidn que se hace también significativa (P=0,003). El analisis Post Hoc,

nos informa que las diferencias entre AL y RC en las tres dietas tienen un valor
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P<0,001. Este cambio se traduce en un aumento del ratio en RC respecto de
sus correspondientes AL. Si comparamos las tres condiciones AL, también
existen cambios debidos al componente lipidico. Las dietas de ternera y soja
tienen un ratio inferior a la dieta de pescado (P=0,000 y P=0,001
respectivamente). La comparacién entre las tres dietas de RC muestra el

mismo efecto.

Cerebro:

El cerebro no muestra ningun cambio a la RC y aceite de la dieta. La
‘no” respuesta tan uniforme en cerebro, sugiere la existencia de una fuerte
regulacion en este tejido a estimulos que, en contraste, si pueden provocar una
fuerte alteracion en otros. Estos resultados seran debatidos en la discusion.
Ademas, como se aprecia en la figura 28, en este tejido existe una
homogeneidad muy alta entre muestras que también refuerzan la estabilidad de
los niveles de CoQ en cerebro.

Musculo esquelético:

En el mdsculo, los cambios son significativos en respuesta al
componente lipidico (P=0,000). No se hallaron cambios producidos por la RC,
ni tampoco existe interaccion entre las dos variables. La comparacién entre las
dietas AL y entre las dietas RC muestran un incremento del ratio de la dieta de

soja con valores P<0,001 respecto de las dietas de ternera y pescado.

Corazon:

El estudio de ANOVA, indica que existen cambios significativos debidos
a la grasa y aporte calorico y la interaccién entre ambos. En el analisis Post
Hoc, observamos que la RC afecta solamente al ratio de la dieta de soja,
disminuyendo en RC con un P=0,000. Respecto al componente lipidico, se
encontraron cambios al comparar las tres dietas AL. La dieta de soja presenta
un ratio significativamente mas pequefio que el obtenido en la dieta de ternera
(P=0,01). No se hallaron cambios respecto de la dieta de pescado.

Si comparamos los ratios de RC, los cambios son muy marcados entre

las tres dietas: el ratio con aceite de ternera es significativamente superior al de
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soja y pescado (P=0,000 en ambas); y ademas entre soja y pescado también

existe una cambio (P=0,004), siendo mas pequefio el ratio en la dieta de soja.

3.2. EXPRESION DE LOS GENES DE BIOSINTESIS DE COQ Y
NIVELES DE PROTEINA

En el apartado anterior se puede comprobar que los roedores son un
modelo de mamiferos que responde de manera muy compleja pero significativa
a las distintas intervenciones dietéticas (tanto al componente lipidico como al
aporte calodrico) modificando el contenido de coenzima Q.

En este apartado, tratamos de representar de la manera mas explicita
posible la respuesta que tiene la ruta de biosintesis de coenzima Q ante las
mismas intervenciones, que nos permita obtener informacién sobre su
regulacion.

Debido a que se representan conjuntamente los cambios de expresion y
proteina en multiples situaciones (por tejido, aporte caldrico y componente
lipidico) hemos mostrado las imagenes del revelado con ECL, pero como se
describe en Materiales y Métodos, la cuantificacion de las imagenes se realiza

a partir de la intensidad de bandas obtenida con la tincion de Rojo Ponceau.

3.2.1. COMPARACION DE LOS VALORES DE EXPRESION EN
LAS DIETAS AD LIBITUM Y PERFIL DE PROTEINA

Antes de mostrar el efecto de RC sobre la expresion de genes COQ y su
interaccidén con el componente lipidico de la dieta en AL y RC, realizamos un
estudio comparativo (ANOVA de una via) del numero de copias de ADNCc total
de cada gen de estudio obtenidas a partir de 125 ng de ARN total en cada uno
de las muestras de cada tejido en las tres dietas en condiciones control (Ad
libitum) y normalizado con el numero de copias totales de ADNc obtenido en el
gen mHPRT en cada muestra. Diferencias en la expresion de genes y de sus
proteinas codificadas en las tres dietas AL pueden ampliar el conocimiento
sobre como el componente lipidico, independientemente del aporte caldrico,
influye en la sintesis de CoQ y su implicacion metabdlica en condiciones

basales.

98



Resultados

3.2.1.1. mCOQ1
A continuacién se muestran en las figuras 29.1 y 29.2, la cuantificacion

absoluta de las copias de ADNc obtenidas a partir de los transcritos de mSPS1
y mDLP1, cuyos productos proteicos conforman en mamiferos el

heterotetramero Coq1p.
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Figura 29 (1 y 2). Numero de copias totales de  mCOQ1 (mSPS1 y mDLP1) a partir de 125
ng de ARNm total en higado, rifién, cerebro, masculo y corazén de ratones (N=18)
alimentados con la dieta ad libitum de grasa de ternera, aceite de soja y de pescado. Los
valores son dados como media de 18 roedores. ANOVA de un factor. Diferencias
significativas ab(PSO,OS), ab(PSO,Ol) y "B(P<0,001) respecto a la dieta de ternera (a) y de
soja (b).

El estudio de expresion de mSPS1 en higado y musculo detectan unos
niveles mayores de transcrito en la dieta de soja, haciéndose significativo
frente a la dieta de ternera en ambos tejidos (A, P=0,000 y a, P=0,010
respectivamente) y a la dieta de pescado en higado (B, P=0,000). El corazon,

muestra una diferencia en la expresion de la dieta de pescado, aumentando los
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niveles de mSPS1 respecto de las dietas de ternera y soja (a, P=0,003 y b,
P=0,004 respectivamente).

Si comparamos los resultados de mSPS1 y mDLP1 en cada tejido,
observamos que los cambios de rindn y cerebro son los mismos. La dieta de
pescado presenta los niveles de mSPS1 y mDLP1 mas elevados en
comparacién con la dieta de ternera y soja. Ademas en el riidn, se encuentran
diferencias entre la dieta de soja, con unos niveles de mSPS1 inferiores a los
de la dieta de ternera.

El grado de insaturacién de los aceites de la dieta parece tener un efecto
en los niveles de ARNm de mDLP1 en higado y musculo. De forma que la
expresion va aumentando de una dieta mas saturada (grasa de ternera) a una
dieta mas poliinsaturada (aceite de pescado). El nivel de significacién de la
dieta de pescado frente a soja y ternera es de P=0,000 (AB) en higado y
musculo, y de ternera frente a soja es de P=0,003 (a) en musculo.

En el corazdn, el aceite de soja disminuye los niveles de ARNm de
mDLP1 respecto a la expresion observada en ternera y pescado (A y B,
P=0,000). En lineas generales, la dieta de aceite de pescado, es la que
presenta los niveles mas altos de expresiéon de mDLP1 en condiciones basales,

a lo largo de los cinco tejidos estudiados.

3.2.1.2. mCOQ2

Los cambios de expresion de mCOQZ2 se muestran en la figura 30, asi
como los niveles de proteina en las distintas dietas.

Los resultados de expresion obtenidos muestran diferencias entre dietas
y como ya se demostré en el capitulo 1 de resultados con la dieta de ternera,
también existen diferencias entre tejidos. El perfil de expresion no se
correlaciona con los niveles de proteina en todas las situaciones; lo que si se
observa es que en las tres dietas, los niveles de expresion de mCOQ2 en rifidn
y corazon (6rganos con mayor contenido en CoQ) son los mas elevados,
presentando asimismo los niveles mas elevados de proteina en relacion al
resto de tejidos. El higado, presenta los niveles de proteina mas bajos, lo cual
esta de acuerdo con unos niveles de CoQ inferiores respecto al riidn vy
corazon. Esa bajada consistente detectada en las tres dietas podria explicar, el

descenso significativo en el contenido de CoQg y CoQ+o en comparacién con el
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contenido tan elevado en riidn y corazén. Por otro lado, el grado de
insaturacion de las grasas de la dieta, de nuevo tiene un efecto en el higado
como ocurria en mDLP1 (figura 29.2 ) efecto que también se observa en la

expresion de mCOQZ2 de riAdn.
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Figura 30. 1. Niumero de copias totales de mCOQ2 a partir de 125 ng de ARNm total en
higado, rifién, cerebro, musculo y corazén de ratones (N=18) alimentados con la dieta ad
libitum de aceite de ternera, soja y pescado. Los valores son dados como media de 18
roedores. ANOVA de un factor en cada tejido. Diferencias significativas ab(PSO,OS),
ab(PSO,Ol) y AB(PSO,OOl) respecto a la dieta de ternera (a) y de soja (b). 2. Imagen
correspondiente a la inmunodeteccién de Cog2p.

En cerebro, los niveles de expresion en los animales alimentados con la
dieta de soja se ven disminuidos en comparacion con las otras dos dietas (a,
P=0,004 y B, P=0,000,). La expresion en este tejido es la mas baja en
comparacién con el resto, hecho que no se manifiesta en los niveles de
proteina de las tres dietas, que se muestran superiores a los detectados por
ejemplo en musculo (uno de los tejidos de mayor expresion génica). En
particular, en el tejido muscular los resultados de expresion muestran
diferencias en la dieta de ternera disminuyendo significativamente en

comparacién con las dietas de soja (P=0,023) y pescado (P=0,036).
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3.2.1.3. mCOQ3

Los cambios de expresion de COQ3 se muestran en la figura 31, asi

como los niveles de proteina en las distintas dietas.
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Figura 31. 1. Niumero de copias totales de mCOQ3 a partir de 125 ng de ARNm total en
higado, rifién, cerebro, musculo y corazén de ratones (N=18) alimentados con la dieta ad
libitum de aceite de ternera, soja y pescado. Los valores son dados como media de 18
roedores. ANOVA de un factor en cada tejido. Diferencias significativas ab(PSO,OS),

ab(PSO,Ol) y “B(P<0,001) respecto a la dieta de ternera (a) y de soja (b). 2. Imagen
correspondiente a la inmunodeteccion de coq3p.

En el estudio de mCOQ3, la dieta compuesta con aceite de pescado
responde aumentando significativamente la expresion en higado, cerebro,
musculo y corazdn respecto de la dieta de soja (A, P<0,001). Si comparamos
con la dieta de soja, el efecto es el mismo, es decir, es mayor la expresién de
mCOQ3 en la dieta de pescado pero ademas este cambio también se hace
significativo en rifion (B, P<0,001).

La dieta de soja es la que presenta la expresibn mas baja a nivel de
tejido, mostrando (ademas de con la dieta de pescado) diferencias
significativas con la dieta de ternera al menos en tres tejidos: higado (a,
P=0,020), rifidn (A, P=0,000) y corazon (a, P=0,036). El grado de insaturacion
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del aceite de la dieta, no parece tener efecto progresivo o regresivo sobre los
niveles de expresion en ninguno de los tejidos.

A nivel de proteina, se observa que igual que en Coqg2p, el corazon es el
que presenta unos niveles mas elevados del polipéptido, independientemente
del tipo de aceite utilizado en la dieta. Le siguen los niveles detectados en
higado. En el rindn de animales alimentados con cualquiera de las tres dietas
AL se observan bandas por debajo de la banda especifica, que como ya se
mostrd en el capitulo 1 para la dieta de ternera, podrian indicar la existencia de
modificaciones en el ARNm o en la proteina que es especifica de tejido. En el
musculo procedente de animales alimentados con la dieta de pescado,
s6lamente se detecta una banda a parte de la especifica. Estos resultados

seran interpretados en la discusion.

3.2.1.4. mCOQ7

Los cambios de expresion de mCOQ7 se muestran en la figura 32, asi

como los niveles de proteina en las distintas dietas.
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Figura 32. Numero de copias totales de mCOQ7 a partir de 125 ng de ARNm total en
higado, rifién, cerebro, misculo y corazon de ratones (N=18) alimentados con la dieta ad
libitum de aceite de ternera, soja y pescado. Los valores son dados como media de 18
roedores. ANOVA de un factor en cada tejido. Diferencias significativas ab(PS0,0S),
ab(PSO,Ol) y AB(PSO,OOl) respecto a la dieta de ternera (a) y de soja (b).

La grasa de la dieta afecta a la expresion de mCOQ7 en todos los
tejidos. En el higado y rindn, el aceite de pescado hace que los niveles de
ARNm de mCOQ7 superen a los de la dieta de ternera y pescado (AB,
P<0,001). En cerebro y corazon, los niveles de transcrito en la dieta de soja

son inferiores a los de las dietas de ternera (A y B, P<0,001) y pescado (ay b,
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P<0,01). En el musculo, contrariamente el aceite de soja muestra mayores
niveles de ARNm de mCOQ7 respecto de las otras dos dietas (A y B,
P<0,001).

3.2.1.5. mCOQ8

Los cambios de expresion de COQ8 se muestran en la figura 33, asi

como los niveles de proteina en las distintas dietas.
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Figura 33. Nimero de copias totales de mCOQ8 a partir de 125 ng de ARNm total en
higado, rifién, cerebro, mlsculo y corazén de ratones (N=18) alimentados con la dieta ad
libitum de aceite de ternera, soja y pescado. Los valores son dados como media de 18
roedores. ANOVA de un factor en cada tejido. Diferencias significativas ab(PSO,OS),
ab(PSO,Ol) y AB(PSO,OOl) respecto a la dieta de ternera (a) y de soja (b).

Los resultados obtenidos en el estudio de expresion de mCOQ8 en
respuesta al componente graso muestran cambios entre la dieta de pescado
frente a las dieta de ternera, aumentando los niveles de transcrito en todos los
tejidos (A, P<0,001) salvo en el musculo (P=0,095). Si comparamos la dieta de
pescado frente a la de soja, los resultados se repiten en el higado, riidn, y
corazon (B, P<0,001), sin hallarse cambios en el cerebro (P=0,109) y un efecto
contrario en el musculo (b, P=0,018). Este efecto en el musculo podria
relacionarse con que los niveles de CoQ (CoQg y CoQ1¢) detectados en la dieta
de soja sean los mas bajos encontrados en condiciones AL (figura 26 y 27)
respecto a los registrados en ternera y pescado, ya que a nivel de proteina se
observa una banda muy marcada respecto a las otras dos dietas. Estos

resultados seran analizados en la discusion.
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3.2.2. EFECTO DE LA RC Y COMPONENTE LIPIDICO SOBRE
LA EXPRESION DE LOS GENES COQ.

A continuacion se muestran en las figuras 34-39 los cambios de
expresion de mCOQ1 (mSPS1 y mDLP1), mCOQ2, mCOQ3, mCOQ7 y
mCOQ8 en los distintos tejidos bajo una restriccion de calorias, y en las tablas
se recogen los cambios significativos obtenidos mediante ANOVA de dos vias
para la dieta, calorias y su interaccion grasa*calorias. Todas las comparaciones
se realizan frente a su correspondiente Ad libitum. Se muestra solamente la
expresion de RC con su error estandar para cada grasa (referido a la
correspondiente dieta AL con la misma grasa) en valores porcentuales
considerando 100% a cada AL correspondiente. En todas las figuras se

representa una barra de AL (100%) a la izquierda para simplificar la imagen.
3.2.2.1. mCOQ1
3.2.2.1.1. mSPS1

La figura 34 muestra los resultados para mSPS1.

1 AL Bl RC Ternera Il RC Soja B RC Pescado

200+

*%*

150+

100+

50+

% Expresion mSPS1
(Ajustado al n° copias de ARNm de HPRT)

HIGADO RINON CEREBRO MUSCULO CORAZON
Pgrasa 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000
Pcalorias 0,013 0,006 0,821 0,565 0,519
Pinteraccién 0,245 0,001 0,940 0,818 0,115

Figura 34. Cambios de expresion del gen  mSPS1 en respuesta a la RC del 40% en dietas
conteniendo grasa de ternera (N=36), aceite de soja (N=36) o aceite de pescado (N=36).
Los valores son dados en % de expresion como media + error estandar calculados a
partir del nUmero de copias del gen en 125 ng de ARNm total y ajustados al nimero de
copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. ANOVA de dos vias para la
grasa, calorias y la interacciébn grasa*calorias. Diferencias significativas *(P<0,05),
**(P<0,01) Y ***(P<0,001) halladas en los tejidos de roedores en RC (N=18) respecto de su
control ad libitum (AL, N=18).
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La expresion del gen mSPS1 muestra modificaciones en respuesta al
componente lipidico en cada uno de los tejidos estudiados. En el caso del
higado, la RC tiene un efecto en la dieta de pescado, incrementando los niveles
de expresion respecto de su AL (P=0,02) y que no son debidas a la interaccién
(P=245) con el efecto del tipo de aceite. En el riidn, la RC disminuye los
niveles de expresion respecto de su AL en la dieta de pescado, sin embargo
existe interaccion con el consumo de aceite de pescado (P=0,001). El cerebro,

musculo y corazén no modifican su expresion ante una dieta hipocaldrica.

3.2.2.1.2. mDLP1

El estudio de expresion de mDLP1 se representa en la figura 35.

[ AL Bl RC Ternera Il RC Soja B RC Pescado

250+

200+

150+

100+

50+

% Expresion mDLP1
(Ajustado al n° copias de ARNm de HPRT)

AL HIGADO RINON CEREBRO MUSCULO CORAZON
Pgrasa 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Pcalorias 0,020 0,459 0,483 0,225 0,123
Pinteraccion 0,373 0,001 0,582 0,906 0,749

Figura 35. Cambios de expresion del gen  mDLP1 en respuesta a la RC del 40% en dietas
conteniendo grasa de ternera (N=36), aceite de soja (N=36) o aceite de pescado (N=36).
Los valores son dados en % de expresion como media + error estandar calculados a
partir del nimero de copias del gen en 125 ng de ARNm totales y ajustados al nUmero de
copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. ANOVA de dos vias para la
grasa, calorias y la interacciébn grasa*calorias. Diferencias significativas *(P<0,05),
**(P<0,01) Y ***(P<0,001) halladas en los tejidos de roedores en RC (N=18) respecto de su
control ad libitum (AL, N=18).

El componente graso de la dieta altera la expresion de mDLP1 en todos
los tejidos. En la dieta de ternera, la RC disminuye los niveles de ARNm de
mDLP1 en higado sin mostrar interaccion con el contenido graso. Si se observa
una interaccion dieta*calorias en el rindn (P=0,001), que se explica con un

aumento de expresion en RC (P=0,02). En el musculo, la RC aumenta los
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niveles de expresion de mDLP1 en la dieta de ternera y soja y los disminuye en

el corazon de los ratones alimentados con la dieta de soja.

3.2.2.2. mCOQ2

En la figura 36 se observan los resultados para mCOQ2.

1 AL Il RC Ternera Bl RC Soja B RC Pescado
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. AL HIGADO RINON CEREBRO MUSCULO CORAZON
Pgrasa 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Pcalorias 0,031 0,469 0,962 0,439 0,191
Pinteraccién 0,194 0,000 0,700 0,714 0,051

Figura 36. Cambios de expresion en el gen  mCOQ2 en respuesta a la RC del 40% en
dietas conteniendo grasa de ternera (N=36), aceite de soja (N=36) o aceite de pescado
(N=36). Los valores son dados en % de expresion como media + error estandar
calculados a partir del nimero de copias del gen en 125 ng de ARNm totales y ajustados

al numero de copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. ANOVA de dos
vias para la grasa, calorias y la interaccion grasa*calorias. Diferencias significativas
*(P<0,05), **(P<0,01) Y ***(P<0,001) halladas en los tejidos de roedores en RC (N=18)
respecto de su control ad libitum (AL, N=18).

El estudio del componente graso de la dieta produce cambios
significativos en cada uno de los tejidos (P=0,000), y su interaccién en rifidén
explica los cambios producidos por la RC, aumentando los niveles de transcrito
en la dieta de ternera y soja y disminuyendo en la de pescado. El estudio en el
higado explica que el incremento de expresion en la dieta de soja debido a la
RC no interacciona con el efecto del aceite de la dieta (P=0,194), hecho que se
viene repitiendo en el higado en mSPS1 y mDLP1. En el corazon la RC
disminuye los transcritos de mCOQZ2 de las dietas de soja y pescado (P=0,002

y P=0,001 respectivamente).
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El cerebro y musculo no responden a la RC en cuanto a la expresion de
este gen, y no existe interaccion con el efecto observado por el tipo de aceite
de la dieta.

3.2.2.3. mCOQ3
Los cambios de expresion de mCOQ3 se representan en la figura 37 .

[ AL Il RC Ternera Bl RC Soja B RC Pescado

250+

200+

150+

100+

504

% Expresion mCOQ3
(Ajustado al n° copias de ARNm de HPRT)

AL HIGADO RINON CEREBRO MUSCULO CORAZON
Pgrasa 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Pcalorias 0,221 0,066 0,766 0,924 0,421
Pinteraccién 0,583 0,020 0,860 0,022 0,725

Figura 37. Cambios de expresién en el gen  mCOQ3 en respuesta a la RC del 40% en
dietas conteniendo grasa de ternera (N=36), aceite de soja (N=36) o aceite de pescado
(N=36). Los valores son dados en % de expresion como media * error estandar
calculados a partir del nimero de copias del gen en 125 ng de ARNm totales y ajustados

al nimero de copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. ANOVA de dos
vias para la grasa, calorias y la interaccidon grasa*calorias. Diferencias significativas
*(P<0,05), **(P<0,01) Y ***(P<0,001) halladas en los tejidos de roedores en RC (N=18)
respecto de su control ad libitum (AL, N=18).

El aceite de la dieta, al igual que en todos los genes anteriormente
estudiados, produce una modificacion en los niveles de ARNm de mCOQ3 en
todos los tejidos estudiados (P=0,000). En higado, la expresién de mCOQ3
disminuye en RC de ternera y aumenta en la dieta de soja.

La interaccion del componente de la dieta con el aporte de calorias
explica el efecto de la RC en el rifion de la dieta de pescado (P=0,001) y en
musculo de la dieta de ternera (P=0,05). El cerebro y corazén no presentan
cambios inducidos por la RC, ni interaccién con el componente graso (P=0,860

y P=0,725 respectivamente).
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El estudio de expresion de mCOQY7 se representa en la figura 38.
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Pgrasa 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Pcalorias 0,492 0,243 0,054 0,648 0,325
Pinteraccién 0,938 0,767 0,395 0,888 0,152

Figura 38. Cambios de expresion en el gen

respecto de su control

ad libitum (AL, N=18).

mCOQ?7 en respuesta a la RC del 40% en
dietas conteniendo grasa de ternera (N=36), aceite de soja (N=36) o aceite de pescado
(N=36). Los valores son dados en % de expresion como media + error estandar
calculados a partir del nimero de copias del gen en 125 ng de ARNm totales y ajustados

al numero de copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. ANOVA de dos
vias para la grasa, calorias y la interaccion grasa*calorias. Diferencias significativas
*(P<0,05), **(P<0,01) Y ***(P<0,001) halladas en los tejidos de roedores en RC (N=18)

Los niveles de expresion de ARNm de mCOQ7 cambian en respuesta al

tipo de dieta utilizada, pero este efecto no influye en la respuesta de cada tejido

a la RC. La dieta de ternera en RC aumenta la expresién en higado (P<0,001)

y cerebro (P<0,05). En la dieta de soja, la RC aumenta la expresion en higado,

riidn y corazéon (P<0,05) pero disminuye los transcritos de mCOQ7 en

musculo. Por otro lado, la RC en la dieta de pescado solo tiene un efecto,

disminuyendo la expresion en el corazén.
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3.2.2.5. mCOQ8

La figura 39 muestra los resultados para mCOQ8.

La expresion de mCOQ8 varia en funcion del tipo de aceite utilizado en
cada dieta (P=0,000), al igual que ocurre con todos los genes que se han
estudiado antes. En el higado de los roedores que se alimentan con dietas de
restriccion calorica de ternera y soja, se observa un incremento muy
significativo (P=0,001 y P=0,000 respectivamente) de sus correspondientes AL.

Este efecto se ve afectado por la interaccion de la dieta (P interaccion=0,001).

[ AL Il RC Ternera Bl RC Soja B RC Pescado
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Pdieta 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Pcalorias 0,221 0,113 0,216 0,301 0,000
Pinteraccién 0,001 0,026 0,094 0,720 0,360

Figura 39. Cambios de expresién en el gen  mCOQ8 en respuesta a la RC del 40% en
dietas conteniendo aceite de ternera (N=36), de soja (N=36) y de pescado (N=36). Los
valores son dados en % de expresion como media * error estandar calculados a partir

del nimero de copias del gen en 125 ng de ARNm totales y ajustados al numero de
copias de ARNm del gen interno HPRT en cada individuo. ANOVA de dos vias para la
grasa, calorias y la interacciébn grasa*calorias. Diferencias significativas *(P<0,05),
**(P<0,01) Y ***(P<0,001) halladas en los tejidos de roedores en RC (N=18) respecto de su
control ad libitum (AL, N=18).

En el rindn, la RC aumenta los niveles de transcrito en la dieta de ternera
y los baja en la dieta de pescado. Los resultados obtenidos muestran
interaccion entre dieta*calorias con un P=0,026. En la dieta de pescado, la RC
aumenta la expresion en el cerebro (P<0,01) y la disminuye en musculo.

Finalmente, el corazon muestra un efecto consistente de la RC
(P=0,000) en las tres dietas que es independiente (P interaccién=0,360) del

efecto también significativo de la dieta (P=0,000).
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3.2.3. EFECTO DE LA RC Y COMPONENTE LIPIDICO SOBRE
LOS NIVELES DE PROTEINAS COQ

El estudio de proteina se realizé sobre todos los tejidos que habian
presentado respuesta a la RC sobre el contenido de CoQg, CoQp, ratio
CoQy/CoQ+p y/o cambios de expresion de los genes COQ.

Siguiendo el criterio de cuantificacion en protedbmica para el analisis de geles
bidimensionales (Stessl et al. 2009) con el fin de ser mas restrictivos con los
cambios de proteina obtenidos en los western blot, se prestd mas atencién a
aquellos cambios con valores por encima del doble o por debajo de la mitadde

la condicion tomada como referencia.

3.2.3.1. Coqg2p

A continuacion en la figura 40 se representan las imagenes
correspondientes a la inmunodeteccion de Coqg2p en las tres dietas y el efecto
de la RC sobre cada uno de los tejidos que mostraron cambios a nivel de Q o

de expresion.
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Figura 40. Efecto de la RC sobre los niveles de Cog2p en la dieta de ternera, soja y
pescado en el higado, rifién, masculo y corazén. 1. Imagen correspondiente al Western
Blot de Cog2p. 2. Cuantificacion de los resultados de Western Blot. Cada barra indica el
cambio de Cog2p en RC respecto a su correspondiente dieta AL normalizada al valor 1.
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De acuerdo con nuestros resultados, en la dieta de ternera destacan
unos niveles de Cog2p mas elevados en el higado y rinbn cuando se
proporciona una restriccion de calorias (4,11 y 3,41 veces mayor
respectivamente) que cuando los animales se alimentan con sus
correspondientes dietas AL.

La dieta de pescado contiene los niveles mas elevados de Cog2p (7,40

veces) que su correspondiente AL en higado.

3.2.3.2. Coqg3p

En la figura 41 se representan las imagenes correspondientes a la
inmunodeteccion de cog3p en las tres dietas y el efecto de la RC sobre cada
uno de los tejidos que mostraron cambios a nivel de CoQ o de expresion de
genes COQ.
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Figura 41. Efecto de la RC sobre los niveles de Cog3p en la dieta de ternera, soja y
pescado en el higado, rifién, masculo y corazén. 1. Imagen correspondiente al Western

Blot de Cog2p. 2. Cuantificacion de los resultados del Western Blot. Cada barra indica el

cambio observado en los niveles de Cog2p en RC respecto a su correspondiente dieta

AL normalizada al valor 1.

El estudio de Coqg3p muestra un fuerte cambio en el riidn de animales
alimentados con la dieta de pescado ante la RC, aumentando hasta 29,15
veces frente a su correspondiente AL. Los resultados también muestran un
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incremento en musculo de la dieta de pescado de 4,10 veces frente a su AL. La
dieta de ternera, por otro lado responde con un aumento de proteina en el rifidn

y cerebro de 3,1y 3,5 a sus correspondientes AL.

3.3. EFECTO DE LA RC EN LA RELACION mSPS1/mDLP1 Y
LA RELACION Qo/Qio EN LAS TRES INTERVENCIONES
DIETETICAS

El objetivo de este analisis fue comprobar la posible correlacion entre el
ratio COQ1 (mSPS1/mDLP1)y el ratio CoQ (CoQy/CoQ1p). La bibliografia hasta
ahora recogida en diferentes estudios, han permitido establecer la funcion de
Coq1p como la enzima que determina la longitud de la cola isoprenoide del
coenzima Q. Sabiendo que en ratones la sintesis esta favorecida para la
cadena de 9 isoprenos, pero que también se sintetiza la isoforma de 10
isoprenos (predominante en humanos), resultaba interesante estudiar la posible
correlacién entre el ratio de la expresion de los genes que conforman Coq1p en
roedores (mMSPS1, mDLP1) con el ratio de CoQ¢/CoQ1o en cada tejido, y su
posible modificacion después de una dieta hipocalérica o con aceites de
distinta saturacién a corto plazo.

El analisis estadistico calcula el coeficiente de Pearson y el valor P en
una matriz de correlacion que relacionaba los valores del ratio COQ7 con el

ratio CoQ de cada tejido en cada intervencion dietética por separado.

A pesar de que en algunos tejidos hemos encontrado que la restriccidon
caldrica producia alteraciones tanto en el ratio COQ7 como en el ratio CoQ, de
manera consistente para las tres dietas estudiadas (con los tres tipos de
contenido graso), el analisis de correlacion de los valores individuales para
cada uno de estos factores nos indico la ausencia de correlacion entre ambos
ratios (ver graficos indicados mas adelante). Hemos representado en las
figuras siguientes el efecto que, de manera independiente, ejerce la grasa de la
dieta y el aporte de calorias sobre los dos ratios en los distintos tejidos de los

ratones en cada intervencion.
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3.3.1. HIGADO

En la figura 42 se muestra el efecto de la RC sobre los ratios CoQ vy
mCOQ1 en el higado de los ratones alimentados con los distintos tipos de

grasa de la dieta.
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Figura 42. Representacion del efecto de la RC en la relacion CoQ  ¢/CoQio Yy relacion
mSPS1/mDLP1 en el higado de ratones alimentados con dietas conteniendo grasa de
ternera (N=36), aceite de soja (N=36) o aceite de pescado (N=36). Prueba T para muestras
independientes. Diferencias significativas *(P<0,05), **(P<0,01) y **(P<0,001) de RC
respecto de su correspondiente AL en cada ratio.

Como podemos observar en esta figura, la RC incrementd
significativamente el ratio COQ17 en las tres intervenciones dietéticas, aunque
unicamente incremento la relacion CoQge/CoQ+o de manera significativa en la
dieta de pescado.

El incremento del ratio COQ17 se explica por una bajada de la expresion
de mDLP1 (figura 35) en las tres dietas en RC, haciéndose significativo dicho
cambio en la dieta de ternera, y un aumento de expresiéon de mSPS1 que es
estadisticamente significativo en la dieta de pescado (figura 34 ). El ratio entre
las dos isoformas del CoQ aumenta en la dieta de pescado debido a una

bajada significativa en el contenido de CoQ+ en higado en RC (figura 36 ).
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3.3.2. RINON

En la figura 43 se muestra el efecto de la RC sobre los ratios CoQ vy

COQ1 en el rindn de los ratones alimentados con las distintas fuentes grasas.

Ternera Soja Pescado

\9 10- 3 M 3 . 3 ***
o2 g
£8 8 A /
g 6 [ o -
8 s = T
L0 ? |

a 137
a % %

S E é é § :
TS 1.0- - : . ;
) i : : * *
o S~ ; -
(] : : : i

£ 0.7- ﬁ

Figura 43. Representacion del efecto de la RC en la relacion CoQ  ¢/CoQio Y relacion
mSPS1/mDLP1 (unidades arbitrarias) en el riidbn de ratones alimentados con dietas
conteniendo grasa de ternera (N=36), aceite de soja (N=36) o aceite de pescado (N=36).
Prueba T para muestras independientes. Diferencias significativas *(P<0,05), **(P<0,01) y
***(P<0,001) de RC respecto de su correspondiente AL.

Aunque el efecto de la RC es consistente en las tres dietas, los datos de
correlacion no resultaron significativos entre ratios.

El incremento de la relacion CoQ¢/CoQ1p que se observa en el riidn de
los ratones alimentados con grasa de ternera y soja se debe a un incremento
en los niveles de CoQq (figura 26 ) y a una disminucion también significativa
estadisticamente en los niveles de CoQq (figura 27 ). En la dieta de pescado,
sin embargo ambos isoformas disminuyen significativamente en el rifidn de RC
(figura 26 y 27) aunque dicho descenso se da de manera mas acusada en
CoQuo.

Como podemos observar, el ratio COQ17 disminuye significativamente en
las tres intervenciones, aunque por motivos distintos (ver figuras 34 y 35). En
la dieta de ternera y soja, la alteracién se debe a un aumento de expresion de
mDLP1, mientras que en la dieta de pescado se debe a un descenso en la

expresion de mSPS1.
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3.3.3. CEREBRO

En la figura 44 se muestra el efecto de la RC sobre los ratios CoQ y

COQ1 en el cerebro de los ratones alimentados con las distintas fuentes

grasas.
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Figura 44. Representacion del efecto de la RC en la relacion CoQ ¢/CoQiq y relacion
mSPS1/mDLP1 (unidades arbitrarias) en el cerebro de ratones alimentados con dietas
conteniendo aceite de ternera (N=36), o aceite de soja (N=36) o aceite de pescado (N=36).
Prueba T para muestras independientes. Diferencias significativas *(P<0,05), **(P<0,01) y
***(P<0,001) de RC respecto de su correspondiente AL.

En el cerebro no se hallaron cambios en respuesta a la RC en ninguna
de las intervenciones dietéticas. Si observamos las figuras 26-27 y 34-35 que
representan los valores de las isoformas CoQ y genes mCOQ7, tampoco
mostraron estos paramétros cambios significativos en ninguna de las dietas
objeto de estudio en respuesta a la RC. Este resultado sugiere una regulacion
especifica en cerebro ante distintas alteraciones metabdlicas que pudieran
estar relacionadas con la funcion del CoQ en este tejido. Estos datos seran

discutidos en el siguiente apartado.
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3.3.4. MUSCULO

En la figura 45 se muestra el efecto de la RC sobre los ratios CoQ y

COQ1 en el musculo de los ratones alimentados con los distintos tipos de

componente graso de la dieta.
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Figura 45. Representacion del efecto de la RC en la relacion CoQ ¢/CoQiq y relacion
mSPS1/mDLP1 (unidades arbitrarias) en el musculo de ratones alimentados con dietas
conteniendo grasa de ternera (N=36), aceite de soja (N=36) o aceite de pescado (N=36).
Prueba T para muestras independientes. Diferencias significativas *(P<0,05), **(P<0,01) y
***(P<0,001) de RC respecto de su correspondiente AL.

En este tejido el efecto de la RC solamente se hace estadisticamente
significativo en el ratio COQ17 de la dieta de soja. La bajada del ratio se debe a

un incremento significativo en la expresion de mDLP1 en RC (figura 35).
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3.3.5. CORAZzZON

En la figura 46 se muestra el efecto de la RC sobre los ratios CoQ vy

COQ1 en el corazoén de los ratones alimentados con los distintos aceites.
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Figura 46. Representacion del efecto de la RC en la relacion CoQ  ¢/CoQio Yy relacion
mSPS1/mDLP1 (unidades arbitrarias) en el corazén de ratones alimentados con dietas
conteniendo grasa de ternera (N=36), aceite de soja (N=36) o aceite de pescado (N=36).
Prueba T para muestras independientes. Diferencias significativas *(P<0,05), **(P<0,01) y
***(P<0,001) de RC respecto de su correspondiente AL.

El corazén responde de manera distinta a la RC segun el componente
graso. El ratio entre las dos isoformas del CoQ no se ve afectado en las dietas
de ternera y pescado, aunque en la dieta de soja se observd un descenso
significativo en la relacion CoQg¢/CoQ+o. Por otra parte, se observo también un
incremento del ratio mCOQ71 estadisticamente significativo en la dieta

compuesta con aceite de pescado.
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En los primeros estudios realizados sobre el CoQ se observdé que la
concentracion de este lipido en la membrana mitocondrial interna excedia a los
niveles registrados en el resto de componentes de la cadena de transporte de
electrones, llegando a superar en 19 veces los niveles de citocromo ¢ (Green
and Wharton 1963). Actualmente es bien conocido su potente poder
antioxidante frente a la peroxidacion de lipidos y la formacion de radical
superéxido, ademas de su papel en la regulacion de los complejos |, 1l y lll,
como componente de la cadena de transporte de electrones para la generacién
de ATP en el metabolismo energético.

El CoQ se encuentra presente en todas las membranas y se sintetiza en
todos los tejidos en unos niveles suficientes para responder a los
requerimientos celulares en condiciones basales. En respuesta a una elevada
produccion o acumulacion de especies reactivas de oxigeno, el organismo
incrementa los niveles antioxidantes, incluyendo el aumento de la tasa
biosintética de CoQ (Beyer et al. 1985). La sintesis de este lipido se encuentra
probablemente regulada por numerosos factores y a distintos niveles, pues sus
diversas funciones estan directamente implicadas en la homeostasis redox de
la célula.

Las investigaciones mas recientes (Anderson and Weindruch 2010)
dedicadas a entender los mecanismos por los cuales la restriccién caldrica
extiende la longevidad y mejora la calidad de vida, proponen que la via de
acciéon de esta intervencion no genética en el organismo es a través de
moléculas efectoras que reprograman el metabolismo energético en respuesta
a una disponibilidad reducida de energia. Ademas, estudios en varias especies,
revelan que los cambios en el metabolismo energético inducidos por la
restriccion caldrica son dependientes de tejido (Heilbronn and Ravussin 2003;
Park and Prolla 2005; Anderson and Weindruch 2010).

En nuestro estudio demostramos que en ratones adultos jovenes la
restriccion calérica a corto plazo modula, siempre dependiendo del tejido, la
ruta de sintesis y contenido de CoQ endogeno y ademas, este efecto
observado esta condicionado al grado de insaturacion del componente graso
de la dieta.

Ya que todos los tejidos del organismo son capaces de modificar la

composicion de la membrana por efecto de la grasa alimentaria, decidimos
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estudiar el efecto de las dietas sobre el CoQ enddégeno en érganos mitéticos
(higado, rifnon) y postmitéticos (cerebro, tejido muscular y corazén). Estos
ultimos se diferencian de los mitoticos porque son tejidos terminalmente
diferenciados sin capacidad regenerativa en respuesta a cualquier lesién o
muerte celular. El dano oxidativo generado en los tejidos postmitéticos produce
lesiones celulares de mayor relevancia e incluso irreversibles como ocurre en
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o Parkinson, o en
enfermedades asociadas a deficiencias de CoQ producidas por defectos en las
enzimas responsables de su biosintesis. Ademas de la deficiencia primaria, se
han encontrado una serie de desérdenes mitocondriales que muestran también
una deficiencia secundaria de CoQ (DiMauro et al. 2007). Todos estos
resultados ponen de manifiesto la necesidad de realizar un analisis exhaustivo

de la biosintesis de CoQ y su integracion en la homeostasis de la mitocondria.

1. ESPECIFICIDAD TISULAR DE LA BIOSINTESIS Y
CONTENIDO DE COENZIMA Q

Nuestro primer objetivo fue establecer los niveles basales del CoQ en
ratones (N=18) alimentados con una dieta ad libitum cuyo contenido graso fue
grasa de ternera (sin reduccion caldrica). Se tratdé en este caso de que dicho
contenido graso no estuviera constituido por una elevada proporcién de acidos
poliinsaturados (n-6 o n-3) predominantes en las dietas enriquecidas con aceite
de soja y pescado, que son mas susceptibles a la peroxidacion lipidica. La
concentracion de CoQgy CoQ1g, calculada en nuestro trabajo sobre la base del
contenido proteico total de cada homogenado, ordena los tejidos de mayor a

menor contenido de CoQ como se indica a continuacion:

CoQg: Rifién >corazon >higado >cerebro >musculo
CoQqo: Rifidn >cerebro >corazon >higado >musculo
CoQtotar: Rifidn >corazon >higado >cerebro >musculo
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Para verificar nuestros resultados los comparamos con los datos
publicados en un estudio muy similar realizado por otros autores (Lass et al.
1999a) en ratones longevos C57BL/6JNia, hallandose pequefias diferencias.
Nosotros encontramos los niveles de CoQg de higado superiores a los de
cerebro y, en lo que respecta al contenido de CoQ1o, en nuestro estudio el
cerebro se situ6 como el segundo tejido con mayor concentracion después del
rindn. Estos datos coinciden con los publicados por Turunen y colaboradores
(Turunen et al. 2004) sobre la distribucion tisular del CoQ en la rata, donde el
CoQ+p en cerebro y bazo constituia hasta un 30-40 % respecto del CoQ total,
siendo un 10-20 % en el resto de tejidos. De manera contraria, en el trabajo
realizado por Lass y colaboradores (Lass et al. 1999a), el contenido de CoQ1g
en rifdn y corazdn superaba al cuantificado en cerebro.

El contenido de CoQ+o en los roedores alimentados con la dieta cuyo
contenido graso fue aceite de soja si coincidia con lo publicado por Lass et al.
(Lass et al. 1999a). Estas pequefas discrepancias parecen estar mas bien
relacionadas con la intervencion dietética que reciben los animales, el tipo de
cepa de los ratones utilizados en cada laboratorio, la edad del animal, asi como
el procedimiento de extraccion y cuantificacion de CoQ utilizado por cada
laboratorio. En resumen, nuestros resultados (coincidiendo con los publicados)
sitian al riidn como el 6rgano con el contenido de CoQ mas elevado,
siguiéndole el corazoén; y al musculo como el tejido con menor contenido en
CoQ.

La distribucion de CoQ se puede calcular también en base al peso fresco
del tejido. Segun los datos publicados por Beyer y colaboradores (Beyer et al.
1985), comparando en las mismas ratas el contenido de CoQ total referido a la
cantidad de proteina y al peso fresco de tejido, el homogenado de musculo
mostraba de nuevo los valores mas pequefios de CoQ total (CoQg + CoQ1p).
En cambio en el higado la concentracion de CoQ total (CoQg + CoQ1o) referida
al peso fresco del tejido alcanzaba los niveles encontrados en corazon vy rifidn
de animales jévenes y longevos.

Teniendo en cuenta que nuestro objetivo es determinar principalmente el
efecto de la dieta en cada tejido, y no la estimacion precisa de contenido de Q

en cada dérgano y compartimento celular, la eleccion de una u otra referencia
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para calcular la concentracion de CoQ no influye sobre los resultados obtenidos
tras la realizacion de nuestros tratamientos.

Los niveles de coenzima Q estan determinados por el balance entre la
biosintesis endégena de Q y el aporte de CoQ ingerido en la dieta; con la
utilizacion de CoQ para hacer frente al estrés oxidativo generado y la
degradacion en el metabolismo celular para la obtencion de energia en forma
de ATP. En un estudio reciente, el Grupo de R. Sohal (Sohal et al. 2006)
demostrd que cada 6rgano tenia una capacidad diferente para acceder al CoQ
incorporado por la dieta, siendo el higado y el musculo esquelético (ademas del
plasma) los tejidos que presentaban una mayor accesibilidad. En el extremo
opuesto se encontraba el cerebro, como el érgano con la accesibilidad mas
reducida. El contenido de CoQ en otros tejidos como el rifidn y corazon
incrementaba tras la suplementacion de la dieta, aunque de manera mas
moderada.

Cuando en nuestro trabajo analizamos la relacién de CoQg/CoQq en el
higado, riidn, cerebro, muasculo y corazén observamos distintos
acontecimientos resefables. Es llamativa la heterogeneidad interindividual en
los ratios CoQo/CoQ+¢ del higado y del musculo esquelético. Si estos tejidos
acceden facilmente a los componentes de la dieta, es posible que este efecto
se deba a que a nivel individual cada homogenado varie el balance entre el
CoQ procedente de la propia dieta con el CoQ sintetizado endégenamente por
la célula. Es probable por tanto que la fisiologia celular en estos érganos se
encuentra adaptada a las variaciones puntuales en la relacion CoQ¢/CoQ1o
debido al aporte de la dieta, favoreciendo asi la heterogeneidad entre
individuos.

En el cerebro, por el contrario encontramos la relacion CoQ¢/CoQ1p mas
homogénea entre individuos. Estos resultados nos sugieren varias
interpretaciones: Primero, la necesidad del organismo por mantener el cerebro
aislado de condiciones externas que alteren la homeostasis mitocondrial, y en
particular la homeostasis del coenzima Q, por su papel antioxidante y como
componente esencial en la generacion de energia. Segundo, que esa relaciéon
tan estrecha entre individuos indica que el contenido de Q en el cerebro es

producto del balance entre la biosintesis endégena y la degradacién, y no del
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CoQ incorporado exégenamente. Esto confirmaria su dificultad por acceder a
este componente de la dieta.

Por otro lado la elevada concentracion de CoQqo en este 6rgano hace
que la relacién con CoQg sea la mas baja detectada dentro de los cinco ratios
estudiados. Esto presumiblemente podria relacionarse con la hipétesis, aun no
consolidada, sobre los beneficios antioxidantes (relacionando posible accion
contra dafio oxidativo en el envejecimiento) del coenzima Q en funcién de la
longitud de la cola isoprenoide (Olgun et al. 2003). La hidrofobicidad de la cola
aumenta con el numero de isoprenos de la molécula, lo cual inversamente
disminuye su exposicidon a la superficie de la membrana (Lass et al. 1997). Una
menor exposicion al ambiente acuoso puede disminuir los efectos pro-
oxidantes del CoQ. En este sentido, es bien conocido que, ademas de actuar
como antioxidante (en su forma hidroquinona, totalmente reducida), cuando se
encuentra en su forma semi-reducida (semiquinona) el CoQ puede dar lugar a
la generacion de superoxido, para lo cual es esencial su protonacion y la
exposicion al ambiente acuoso (James et al. 2004; Turunen et al. 2004). Es
razonable suponer que el cerebro sea particularmente susceptible al dafio
oxidativo debido a sus caracteristicas postmitéticas, requiriendo probablemente
de unos niveles antioxidantes mas elevados para prevenir cualquier
desequilibrio homeostatico del metabolismo energético. En general, las
variaciones observadas en los contenidos de CoQg y CoQqg, asi como el ratio
de ambos homodlogos dentro de los diferentes tejidos del raton, suscitan la
pregunta de si cada homologo del CoQ conlleva un significado fisiologico
especifico, particularmente si las diferentes proporciones de CoQg y CoQ1o
afectan a las funciones mitocondriales.

Son numerosos los estudios realizados en roedores in vivo o sobre
cultivos celulares in vitro que analizan el comportamientos del coenzima Q
enddgeno bajo distintas situaciones experimentales basadas en modificaciones
del aporte caldrico (Huertas et al. 1991a; Kamzalov and Sohal 2004), el
ejercicio constante (Beyer et al. 1984; Sacconi et al. 2009), la respuesta ante
inhibidores de los complejos de la cadena de transporte de electrones
(Gonzalez-Aragon et al. 2005), o incluso sobre el efecto de los niveles de una

dieta enriquecida con suplementos de CoQ (Kon et al. 2007; Mori et al. 2009),
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con el objetivo de conocer de qué manera este antioxidante sintetizado
enddgenamente responde al estrés oxidativo generado en la célula.

La pregunta de como las enzimas de ruta de biosintesis de Q son
reguladas selectivamente bajo distintas situaciones de estrés, envejecimiento o
alimentacién se nos muestra aun como un interrogante. Mediante un estudio de
RT-PCR cuantitativa pudimos cuantificar el numero de copias de mensajeros
de genes (MSPS1, mDLP1, mCOQ2, mCOQ3, mCOQ7 y mCOQ8) que
codifican enzimas responsables de la etapa final de biosintesis de coenzima Q.
Ademas, hemos estudiado el efecto de distintas intervenciones dietéticas sobre
los niveles de estos mensajeros.

En primer lugar nos preguntamos si la expresion de los genes estaba
condicionada por el tejido, al igual que los niveles de coenzima Qg y Q4o eran
distribuidos de manera dependiente de tejido en el animal. Por ello, este
estudio de expresién se llevd a cabo en los ratones alimentados con una dieta
ad libitum constituida con grasa mayoritariamente saturada procedente de
ternera, completando asi el estudio de distribucién tisular de coenzima Q.
Como era de esperar, nuestros resultados mostraron que cada tejido
presentaba su propio perfil de expresion.

A continuacién en la figura 47 se muestran agrupados en el eje de
ordenadas los niveles de expresion de todos los genes analizados en cada
tejido en el capitulo Caracteristicas basales del contenido de coenzima Q y
genes COQ. Esta representacion de datos en escala lineal facilita una vision
global sobre la implicacion de cada gen en la biosintesis de coenzima Q.
Encontramos que la expresion de mCOQ2 es muy elevada en el rinidn en
comparacién con el resto de tejidos. Estos valores coinciden también con una
elevada presencia a nivel de proteina. Tratandose del 6érgano con mayor
contenido de coenzima Qg y Q1o (Lass et al. 1999a), esta distinguida expresion
en rildn respecto al resto de tejidos apoyan la hipétesis de que la pHB-
poliprenil difosfato transferasa (Coq2p) se trate de una enzima determinante en
la via de sintesis de CoQ. De acuerdo con esta idea, Coqg2p participa en la ruta
biosintética del CoQ condensando el anillo aromatico a la cadena de isoprenos,
formando asi el primer intermediario de la biosintesis estructuralmente similar
al CoQ, el acido 4-hidroxi-3-poliprenil benzoico (Ashby et al. 1992; Forsgren et
al. 2004). Cog2p es por tanto la primera enzima que es especifica de la ruta
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biosintética del CoQ (Turunen et al. 2004). Es probable que, en condiciones
basales (sin ninguna alteracién dietética), el rindn requiera de unos niveles
elevados del transcrito de mCOQZ2 para mantener el contenido tan elevado de
coenzima Q que necesitan sus células y organelas intracelulares.
Recientemente, se han publicado casos clinicos de pacientes con deficiencia
primaria de Q que presentan mutaciones en el gen mCOQ2 y cursan entre
otras patologias nefrosis tempranas y severas con efectos terapéuticos
beneficiosos después de la administracién oral de coenzima Q1o (Quinzii et al.
2006).
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Figura 47. Numero de copias totales de cDNA/125ng RNA de mSPS1, mDLP1, mCOQ2,
mCOQ3, mCOQ7 y mCOQ8 en higado, rifién, cerebro, masculo y corazén. Los valores

son dados como media + error estdndar de 18 roedores en condiciones ad libitum ..
ANOVA de un factor. Diferencias significativas *P<0,05 ,**P<0,01 y ***P<0,001 respecto a
higado (a) y rifion (b).

El grado de variabilidad que existe en la expresion de genes entre tejidos
es también llamativo. Aunque el estudio ANOVA de una via encontraba
cambios en la expresion de mCOQ3 entre tejidos, estos cambios son minimos
en comparacion con la heterogeneidad de expresion del resto de genes COQ
analizados entre tejidos.

En la biosintesis de CoQ, Coq3p cataliza dos etapas de O-metilacion del
anillo benzoquinona (Poon et al. 1999). Un aspecto particular de esta enzima

es que una de estas dos reacciones da lugar a la formacion completa de una
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molécula de CoQ (Hsu et al. 1996; Poon et al. 1999). Esta observacién, pudiera
insinuar que los transcritos de mCOQ3 en todos los tejidos deben tener unos
niveles suficientes y constantes para que se complete la sintesis de CoQ. La
falta de informacion sobre la regulacion de la sintesis a este nivel no nos
permite obtener conclusiones solidas sobre su regulacion. Sin embargo, en el
siguiente capitulo de la discusion se observara que este enzima parece tener
una respuesta consistente a aumentar en los tejidos donde la RC provoca una
disminucion del contenido de coenzima Q.

Desde una visién global, se distingue una cierta correlacion entre el
contenido de coenzima Q y los niveles de expresion de los genes COQ dentro
de cada tejido. En condiciones basales el riidn y corazon son los dos 6rganos
que presentan unos niveles de CoQ mas elevados, lo cual se corresponde con
los niveles de expresidon mas elevados en todos los genes COQ. La unica
excepcion la encontramos en el caso de mCOQ2, cuyos niveles en el higado
superan significativamente los encontrados en corazén. Asimismo, el musculo
esquelético posee los niveles de Q mas bajos, lo cual se correlaciona con los

niveles mas pequefos de transcritos de los genes COQ.

2. ADAPTACION METABOLICA DE LA BIOSINTESIS DE

COENZIMA Q CON LA RESTRICCION CALORICAY SU

INTERACCION CON EL COMPONENTE GRASO DE LA
DIETA EN RATONES JOVENES

El descubrimiento de las bases moleculares del envejecimiento en
mamiferos progresa lentamente, en parte porque en la actualidad no se
conocen biomarcadores que midan los procesos de envejecimiento (Weindruch
et al. 2002; Park and Prolla 2005). Las curvas de supervivencia son utiles en
ensayos de envejecimiento en organismos de vida corta compuestos
mayoritariamente de células postmitéticas tales como Drosophila o
Caenorabditis elegans, pero no resultan tan practicas en organismos mas
complejos de vida larga para indicar la eficacia de una intervenciéon, como la

restriccion caldrica, que hasta ahora es la unica intervencion que de manera
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consistente extiende la vida dentro de diversas especies incluyendo los
mamiferos (Weindruch et al. 1988).

Debido a la cantidad de factores que intervienen en el proceso global de
envejecimiento de un organismo, resulta llamativo que la restriccion caldrica
retarde todos esos parametros simultaneamente. Recientemente se estan
incorporando novedosas técnicas de microarrays que a nivel molecular
permiten conocer el perfil de expresion en los procesos de envejecimiento en
ratones de laboratorio, asi como el efecto de distintas intervenciones, en
particular la restriccién caldrica. Estudios en el musculo grastrocnemio, cerebro
y corazon de ratones C57BL/6 de 5 a 30 meses de edad revelan que el
envejecimiento se encuentra asociado con alteraciones a nivel de transcripcion
como cambios en la expresidn de genes o estabilidad de ARNm entre otros
(Lee et al. 1999a). Aunque los cambios a nivel de ARNm no siempre resultan
en una alteracién paralela con los cambios a nivel de proteina, la completa o
parcial restauracion de la mayoria de alteraciones del envejecimiento
observadas a nivel de ARNm a través de la RC, sugieren que el perfil de
expresion puede ser usado para evaluar la edad biolégica de tejidos en
mamiferos, siendo una herramienta util para evaluar distintas intervenciones
experimentales (Lee et al. 1999a).

Segun los ultimos resultados a nivel molecular, durante el
envejecimiento existe una induccion de la repuesta al estrés como resultado del
dafo en proteinas y otras macromoléculas ocasionado por el declive energético
celular y por el déficit en los sistemas de renovacion de tales moléculas. En
particular, existen alteraciones en los transcritos asociados con el metabolismo
energético, y la funcidn mitocondrial (Lee et al. 2004), que reflejan una
disminucion de la biogénesis de la mitocondria y una acumulacion de especies
reactivas de oxigeno, mayoritariamente en los tejidos postmitéticos.

Los efectos de la restriccion caldrica contrastan los provocados por el
envejecimiento, aminorando los genes de respuesta al estrés. De hecho en el
trabajo realizado por Lee y colaboradores (Lee et al. 2004) observaron que la
RC, asi como suplementos antioxidantes en la dieta (CoQ y acido lipoico)
presentan un patron de expresibn comun reduciendo la expresion de
chaperonas y otros genes de respuesta al estrés, reflejando que dichas

intervenciones disminuyen el nivel basal de los oxidantes celulares. Pero
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ademas se ha propuesto a la RC como un modelo que actua a través de una
reduccion en la tasa metabdlica, resultando en una baja produccién de toxicos
procedentes del metabolismo (Sohal and Weindruch 1996; Anderson and
Weindruch 2010). La RC media la reduccion de genes implicados en la
detoxificacion metabdlica, reparacion de ADN, y respuesta a estrés oxidativo,
posiblemente porque en esta situacion la disponibilidad de sustratos para estos
sistemas sea menor. Ademas la RC también dispara los genes de relacionados
con un aumento en la biosintesis y renovacion de macromoléculas (Weindruch
et al. 2001; Park and Prolla 2005).

En adicion a estos resultados se publico en 2007 una base de datos de
expresion génica (AGEMAP: Atlas of Gene Expression in Mouse Aging Project)
(Zahn et al. 2007) en la cual se encontré una relevante especificidad tisular en
los cambios transcripcionales asociados a la edad. De esta forma, se
distinguian grupos de tejidos que mostraban cambios en la expresion de genes
asociados con el declive del organismo, mientras que otros apenas mostraban
alteracién en su expresion indicando fuertes niveles de homeostasis a lo largo
de la vida.

En relacion con los objetivos planteados en este presente trabajo,
ademas de analizar el efecto de la restriccion caldrica en el metabolismo del
CoQ, nos interesamos por el efecto afadido de los acidos grasos de la dieta.
Se ha demostrado que dietas enriquecidas con acido grasos monoinsaturados,
como el acido oleico del aceite de oliva virgen, contribuyen a aumentar los
niveles de este acido en las membranas celulares. De la misma manera, dietas
enriquecidas con acido poliinsaturados mantenian unos niveles de acido oleico
mas bajos en las membranas, encontrandose ademas un elevado indice de
acido araquidonico en las membranas (Huertas et al. 1994). En otro estudio, el
grado de insaturacion de la grasa de la dieta condujo a diferentes contenidos
de CoQg y CoQ+o mitocondrial en ratones de laboratorio (Mataix et al. 1997). En
2003 (Bhattacharya et al. 2003) se publicd un estudio donde se combinaba el
efecto del componente graso con el aporte calérico de la dieta sobre la
actividad de enzimas antioxidantes en el higado de ratones. Encontraron que
los acidos poliinsaturados n-6 y n-3, provenientes de aceite de pescado, junto
con la RC tenian efectos beneficiosos en el tejido hepatico cuando era inducido

a estrés oxidativo. Sin embargo, curiosamente ambos acidos grasos mostraban
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una mayor susceptibilidad a la peroxidacion lipidica respecto de otros acidos
poliinsaturados, que era contrarestada por el efecto de la restriccion calorica.

Este trabajo, realizado sin precedentes, analiza de manera cuantitativa
mediante PCR-RT a tiempo real, los cambios de expresion de 6 genes COQ en
5 tejidos de 108 ratones de laboratorio (C57BL/6) sometidos a tres
intervenciones dietéticas con diferente grado de insaturacion en su componente
lipidico, mas la combinacion del efecto que la restriccion cal6rica tiene sobre la
via de sintesis del CoQ.

Comprobada la especificidad tisular en la expresién de los genes COQ
en base a los requerimientos de CoQ en condiciones basales, y apoyados por
las recientes publicaciones que confirman la existente heterogeneidad de
respuesta génica de cada tejido a la restriccion de calorias, presentamos el
efecto que inducen las distintas intervenciones tejido por tejido.

Nuestra aportacién en este trabajo situa la biosisntesis de CoQ como
una via por la que la RC altera el metabolismo energético de la célula para
conseguir sus efectos. La regulacidon se intensifica en algunos tejidos con el
porcentaje de acidos grasos insaturados incorporados con la dieta. Estos
cambios no se pueden explicar de manera unitaria para todo el organismo, de
forma que tejidos que necesitan asegurar una homeostasis constante, es el
caso de tejidos postmitéticos como el cerebro, a corto plazo no muestran
alteraciones inducidas por el componente graso ni por la restriccion caldrica.
Sin embargo, otros como el riidn o el higado si responden ante una
intervencion a corto plazo y a una edad adulta sin procesos de envejecimiento
asociados.

A continuacién estos cambios se explican de manera mas especifica

para cada tejido u érgano analizado.

2.1. HIGADO

Los resultados obtenidos en higado revelan distintas respuestas
metabdlicas en funcion del aporte caldérico o el tipo de grasa de la dieta
ingerida, asi como también dependiendo de si se trata de una isoforma u otra
del CoQ.

Nuestros resultados mostraron que la restriccion calorica disminuyé los

niveles de CoQio en el higado de los ratones alimentados con la dieta
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conteniendo aceite de pescado. Se ha propuesto que la RC disminuye el grado
de insaturacién de los acidos grasos de membrana (Yu et al. 2002). De
acuerdo con esto podria explicarse que, ante una intervencion de RC, no fuera
necesario un aporte elevado de coenzima Q que contrarreste la propension a la
peroxidacion lipidica de las membranas al incorporar acidos poliinsaturados de
la dieta. Por otra parte, es posible que en el caso de las dietas mas
susceptibles de peroxidacion (con un elevado porcentaje en acidos grasos
poliinsaturados) exista un mayor requerimiento y consumo de CoQ, de modo
que al encontrarse en una situacién de restriccion caldrica, donde el
metabolismo basal se encuentra aminorado y por lo tanto con una produccion
de ATP mas pequefia, los mecanismos de renovacion de Q pueden estar mas
ralentizados, lo cual se manifiesta en unos niveles mas bajos de coenzima Q
en el higado. Un estudio realizado por el Grupo de J. Mataix (Mataix et al.
1997) demostré que la adriamicina, una droga usada en terapia clinica y que
induce estrés oxidativo, provocaba un descenso en los niveles de Q en el
higado de ratones jovenes que habian sido alimentados durante dos meses
con una dieta enriquecida con acido grasos poliinsaturados, sin encontrarse
dicho descenso cuando los animales fueron alimentados con dietas cuyo
contenido graso fue aceite de oliva, donde predominan acidos
monoinsaturados. De acuerdo con la interpretacion de estos autores, la bajada
en el contenido de Q se deberia a una mayor degradacion de CoQ ante una
circunstancia de dafo oxidativo, que es superior en las membranas
mitocondriales insaturadas como resultado de las incorporacion de acidos
grasos poliinsaturados procedentes de la dieta.

Por otro lado el contenido graso de la dieta sin restriccion caldrica
modificd el contenido de CoQg cuando comparamos las tres intervenciones,
siendo mas elevados los niveles con la dieta que contenia aceite de soja.
Curiosamente, en los resultados obtenidos por Mataix et al. (Mataix et al. 1997)
el contenido de CoQg en el higado de los ratones alimentados con dietas
control, sin dafo oxidativo inducido por adriamicina, eran superiores cuando el
grado de insaturacion era mayor. Estos resultados estarian de acuerdo con el
aumento de CoQg en la dieta que contiene aceite de soja respecto a la dieta

con grasa de ternera. Sin embargo, en el caso de la dieta con aceite de
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pescado no encontramos cambios en los niveles de CoQg respecto a la grasa
de ternera.

Cuando observamos los niveles de expresion de los genes COQ, en
condiciones basales (sin RC) resulta llamativo el hecho de que el higado de los
ratones alimentados con la dieta de pescado posee los niveles de expresién de
todos los genes COQ significativamente superiores a los de la dieta de ternera,
mas saturada. Con la dieta de soja, existe una tendencia a aumentar sus
niveles pero unicamente se hacen significativos en mSPS1y mCOQZ2. Esto nos
puede indicar que la incorporacion de acidos grasos mas insaturados en las
membranas lipidicas modula la expresidn para sintetizar mas enzimas de
biosintesis, con la finalidad de incrementar los niveles de CoQ. Asi las
membranas harian frente a la peroxidacién lipidica provocada por el aumento
de acidos grasos poliinsaturados incorporados de la dieta. Son numerosos los
casos en lo que se ha demostrado que los niveles de CoQ son modulados en
funcién del estatus oxidante/antioxidante (Dallner and Sindelar 2000).

Actualmente no hay descritos estudios cuantitativos que puedan
ayudarnos a entender de manera global los cambios de expresion en los genes
COQ ante distintas intervenciones como la RC, pero siendo el higado un tejido
que tiene una mayor accesibilidad a los componentes de la dieta y por tanto a
ser mas susceptible de ser alterado su metabolismo energético en respuesta a
ella, cabe esperar cambios en los genes responsables de la sintesis de CoQ.
Nuestros resultados encuentran modificaciones en la expresion cuando los
roedores se someten a RC, pero no permiten obtener datos concluyentes. En
todo caso, si podemos afirmar que la expresion de los genes COQ en RC en la
dieta de aceite pescado no muestran una tendencia a aumentar sus transcritos.
La propuesta sobre la reduccién de la tasa metabdlica mediada por la RC
respaldaria estos datos, y apoyaria de nuevo la bajada de CoQ4o en RC con
aceite de pescado. Sin embargo, la dieta de aceite de soja (que también esta
compuesta por un contenido elevado de acidos poliinsaturados) no disminuye
el contenido de CoQ en restriccion caldrica, y significativamente aumenta la
expresion de al menos cuatro genes COQ (mCOQ2, mCOQ3, mCOQ7 y
mCOQ8). Esta diferencia se explicaria por la diferente composicién de ambas
dietas poliinsaturadas, predominando los acidos grasos omega-3 en la dieta de

pescado y en la dieta de soja los acidos grasos omega-6, que como se explica
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mas adelante (en el apartado 2.5 de corazoén) presentan distinta susceptibilidad
a la peroxidacion lipidica debido a la posicion del doble enlace que determina
su mayor o menor oxidacion (Mesa et al. 2004).

Para finalizar, es necesario tener en cuenta que, aunque el estudio de
expresion génica nos da informacion completa sobre la mayoria de los genes
COQ, son las proteinas codificadas quienes desarrollan la funcién. En nuestro
estudio de inmunodeteccion de Coqg2p curiosamente encontramos un
incremento significativo en las dietas de grasa de ternera, siendo ademas muy
elevado en la dieta de aceite de pescado, lo cual nos indica que esta enzima
podria ser una diana de la RC a nivel postranscripcional, sensible a los niveles
de CoQ, ya que los niveles de ARNm no muestran cambios con la RC.

2.2. RINON

En el rifidn, la RC regula tanto el contenido de CoQ como la relacién
Qo/Q1o. Ademas este efecto es dependiente del tipo de grasa ingerida con la
dieta.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio se pueden analizar desde
distintas perspectivas. En primer lugar, observamos que bajo una dieta
conteniendo aceite de pescado en RC, al igual que en el higado, disminuyen
destacadamente los niveles de coenzima Qqo. Ademas, en el rifidn también
descienden significativamente los niveles de CoQqg. Es probable que en el
rindn, el efecto de la RC sea mas pronunciado al tratarse de un érgano con un
contenido en CoQ mas elevado (ver anteriormente). Ambos érganos tienen un
acceso mas directo a la dieta y quiza por ello se observe esta respuesta en un
tiempo relativamente corto de ingesta.

Ademas, los efectos de la RC se ven influenciados por el componente
graso de la dieta, de forma que cuando el entorno es mas poliinsaturado se
detectan unos niveles de CoQg y CoQo mas pequefos que con la dieta de
grasa de ternera.

De acuerdo con la hipétesis planteada anteriormente para el caso del
higado, los resultados obtenidos en rindn de nuevo reafirman la hipotesis de
que el contenido de CoQ disminuye en las dietas poliinsaturadas en respuesta
a un requerimiento mayor de CoQ para hacer frente a una membrana mas

susceptible a la oxidacién y debido a una bajada del metabolismo energético
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provocado por la RC que retardaria la renovacion de enzimas para sintetizar
CoQ. Otra posibilidad que explica esta bajada de CoQ sea una adaptacion a la
mayor insaturacién de la membrana debido al posible papel pro-oxidante del
coenzima Q, el cual se haria mas patente a concentraciones mayores (como
ocurriria sobre todo en rifidn). A este respecto, los estudios de silenciamiento
de genes COQ llevados a cabo por el Grupo de P. Navas en C. elegans
(Asencio et al. 2003; Rodriguez-Aguilera et al. 2005) indican que unos niveles
menores de CoQ pueden dar lugar a un funcionamiento mas optimizado de la
cadena de transporte mitocondrial y a la generacién de menos ROS. Esto seria
beneficioso en un entorno enriquecido en acidos grasos poliinsaturados.

Si observamos la relacion CoQg/CoQ1p, comprobamos que la RC altera
la relacién entre las dos isoformas, de forma que aunque ambas disminuyen en
RC, el CoQqo lo hace en proporciones mayores en las tres intervenciones. Si
ademas observamos los ratios CoQ¢/CoQqy para las tres condiciones ad
libitum, este valor aumenta progresivamente de una dieta saturada a las mas
insaturadas. Este resultado contrasta con el posible papel mas antioxidante del
CoQ1o en comparacion con el CoQg, ya que la relacion Q¢/Qio aumenta
progresivamente de una dieta saturada a la mas insaturada.

Como hemos indicado anteriormente, no se conoce con certeza que la
existencia de un isopreno mas en la cola hidrofébica de CoQ le confiera mayor
poder antioxidante al CoQ+o, y que ante un entorno mas prooxidante la célula
utilice mas CoQ1p que CoQqg, alterando la relacién CoQg/CoQ+o. Sin embargo,
en un trabajo realizado por Sohal 2007 (Sohal and Forster 2007) se realizaron
varios analisis de correlacion entre los homologos del CoQ y la generacién de
superoéxido en la mitocondria, comprobandose que la generacién de superéxido
era mayor en especies menos longevas que sintetizaban mayoritariamente
CoQg en vez de CoQqq. Finalmente estas asociaciones no pudieron establecer
una relacion de causa-efecto. Para confirmar la posible diferencia antioxidante
del CoQg y el CoQqo deberian ser requeridas manipulaciones que modifiquen
las relativas concentraciones de ambos homologos in vivo. En todo caso, de
acuerdo con nuestros resultados, queda claramente establecido que el rifidn
tiene unos requerimientos especificos de una u otra isoforma del CoQ, siendo
modulados por el aporte caldrico y el grado de insaturacién de la grasa de la

dieta.
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Si prestamos atencion a los niveles de expresion de los genes COQ en
las distintas intervenciones encontramos que, al igual que en el higado, en el
rindn los niveles de expresién de todos los genes COQ en los animales
alimentados con la dieta de aceite de pescado son superiores a los
encontrados en las dietas de soja y ternera, a excepcion de mCOQ3, que es
mayor en ternera. De nuevo estos resultados confirman nuestra hipotesis sobre
la manifiesta regulacion de la grasa de la dieta en la activacion de la expresion
de genes COQ para activar el metabolismo del CoQ y compensar un posible
déficit de esta molécula.

Por otro lado, la RC también tiene un efecto muy pronunciado en la
expresion de los genes COQ. La dieta de aceite de pescado en RC es la que
mas afecta a los niveles de CoQ y la que mayores niveles de transcritos
presenta en condiciones AL. Con la RC todos los genes COQ estudiados en
este trabajo (a excepcion de COQ7 que no varia) disminuyen muy
significativamente. En contraste, en la inmunodeteccion de Coq3p en la dieta
de pescado se observan unos niveles de proteina 29 veces superiores a los
encontrados en AL. En la dieta de grasa de ternera no se afecta la expresion
de mCOQS3, pero de nuevo se encuentran elevados los niveles de proteina,
aunque solo aumentan 3,1 veces por encima de los de AL. También debemos
tener en cuenta que en esta dieta los niveles de expresion en condiciones AL y
RC de mCOQ3 son tan elevados como en pescado.

Estos resultados sugieren que la RC puede actuar sobre distintos niveles
siendo en este enzima mas evidentes a nivel de traducciéon. En un estudio
similar, se midi6é el impacto de la RC a corto plazo sobre una proteina implicada
en el metabolismo de la urea (Cpsl) en el higado y en el intestino de ratones de
laboratorio. En ambos tejidos comprobaron que la actividad especifica
aumentaba con la RC, en cambio unicamente se incrementaban los transcritos
en el higado, sugiriendo que la RC regula de manera dependiente de tejido
tanto la transcripcién y/o la traduccion y/o la actividad especifica de la proteina.
Ademas, los cambios en el metabolismo responsables de la induccion de
genes pueden ser relativamente rapidos (Tillman et al. 1996).

Nuestros resultados también sugieren a Cog3p como una enzima clave
reguladora de la sintesis, pues ante una bajada de coenzima Q aumenta sus

niveles. Ello no es sorprendente si tenemos en consideracion que, como hemos
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indicado anteriormente, Coq3p cataliza dos pasos de O-metilacién, el segundo
de los cuales origina el producto final de la ruta biosintética.

Debido a la falta de informacion sobre los niveles de proteina del resto
de enzimas, no se puede obtener una conclusion final, si bien podemos decir
que efectivamente, ya a nivel de expresion génica existe una fuerte regulacion
de la restriccidn calérica sobre la capacidad del tejido por activar la expresion
de genes COQ.

2.3. CEREBRO

El cerebro tiene un comportamiento particular respecto del resto de
organos cuando es sometido a una RC y al consumo de dietas con distintos
contenidos grasos. Segun nuestros resultados la RC a corto plazo no altera el
contenido de CoQ (CoQg y CoQqp), y practicamente no tiene ningun efecto
sobre la expresion de los genes COQ aun variando el contenido graso.

Aunque es muy amplia la informacion sobre la influencia de la RC en el
dafno oxidativo en tejidos periféricos durante el envejecimiento, los mecanismos
de accion en el cerebro no esta aun bien documentados. Se supone que las
propiedades de la RC ante el envejecimiento estan mediadas por dos
mecanismos: una mejora en la energia metabdlica bajo una reduccion de
especies reactivas de oxigeno generadas (Lopez-Lluch et al. 2006) y un
incremento en la resistencia al estrés (Koubova and Guarente 2003; Rattan
2008). La dieta es un factor medioambiental que especialmente afecta a los
procesos de envejecimiento en el cerebro. Esta puede tener unos efectos
beneficiosos como por ejemplo la induccion de la neurogénesis mediada por la
RC en ratones jovenes (Gillette-Guyonnet and Vellas 2008) e incluso potenciar
la plasticidad sinaptica en ratones longevos, aumentando asi la capacidad
cerebral para resistir contra el envejecimiento y restaurar funciones después
del dafo.

Por otro lado, fallos en la biosintesis de CoQ asi como un desequilibrio
en los requerimientos esenciales de este lipido en la mitocondria pueden llegar
a causar la muerte en humanos. Es evidente que los sistemas que demandan
mas energia como el cerebro o el sistema muscular sean los mas afectados
por el déficit de coenzima Q. Dentro de las enfermedades de deficiencia

primaria de coenzima Q se encuentran patologias como: encefalomiopatia
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caracterizada por mioglobinuria recurrente e implicacion cerebral (Ogasahara et
al. 1989; Sobreira et al. 1997; Boitier et al. 1998; Di Giovanni et al. 2001),
enfermedad infantil multisistémica severa (Rotig et al. 2000; Rahman et al.
2001; Salviati et al. 2005), ataxia cerebelosa (Musumeci et al. 2001; Gironi et
al. 2004) y Sindrome de Leigh (Van Maldergem et al. 2002). Recientemente se
han publicado (Lopez et al. 2006; Quinzii et al. 2006; Mollet et al. 2007)
mutaciones en al menos 3 genes (PDSS1, PDSS2 y COQ2) de los 9 genes de
la biosintesis de Q asociadas con la deficiencia primaria de Q. Las
investigaciones sobre los efectos de la ingesta de CoQ exdgeno son
necesarias desde que se ha observado que algunos de los pacientes pueden
ser ayudados o incluso curados con una administracion a largo plazo con
elevadas dosis de CoQqo. Resulta llamativo que, a diferencia de otros tejidos
como el higado, el corazén, el musculo esquelético, o incluso el plasma, el
cerebro no incorpore de manera eficiente CoQ de la dieta (Sohal and Forster
2007). No existen evidencias claras sobre la influencia del CoQ en el
envejecimiento del cerebro o funciones cerebrales en el cerebro sano, pero si
se ha encontrado que los efectos de la dieta juegan un papel importante en el
riesgo a padecer desordenes neurolégicos (Lee et al. 2004; Groneberg et al.
2005), aunque aun deben estudiarse muy en detalle los distintos componentes
de las dietas.

En relacion con el papel esencial del coenzima Q en el cerebro y su
respuesta a la dieta, nuestros resultados no hallan una relacién con el efecto de
una dieta hipocaldrica. El contenido de CoQ se mantiene constante y el patron
de expresion de genes COQ no manifiesta una regulacion a nivel
transcripcional. Esto no significa que la RC no tenga un efecto sobre la
biosintesis de CoQ. Mas bien podria estar relacionado con la necesidad de
este organo a mantener una homeostasis equilibrada que asegure un buen
funcionamiento del metabolismo energético de la mitocondria. De hecho se han
publicado otros estudios (Beyer 1962; Beyer et al. 1962) donde se observa que
el cerebro mantiene estables las concentraciones de CoQ bajo distintas
situaciones. Por ejemplo ante un ejercicio de resistencia en ratas durante 6
meses aumentaron los niveles de CoQ en el corazén y musculo gastrocnemio,

sin tener efectos en el cerebro (Beyer et al. 1984).
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Es importante tener en cuenta que este trabajo lo realizamos en ratones
jévenes (1 mes), y que los ratones alimentados durante 8 y 20 meses con las
mismas dietas y en RC, cuyo estudio esta previsto en el Proyecto Principal en
el cual se ha enmarcado este trabajo, probablemente manifiesten alteraciones
en el metabolismo y contenido de CoQ por la RC y la grasa de la dieta, ya que
se habran desencadenado los procesos metabdlicos asociados al
envejecimiento, y por consiguiente acumulen especies reactivas de oxigeno,
que bajo una RC quizd puedan reducir aumentando sus sistemas
antioxidantes.

Por otro lado, es muy sugerente que ni la RC ni el componente graso de
la dieta varie la relacion Q¢/Q10; es mas, a nivel interindividual la relacion se
mantiene extremadamente homogénea en las seis situaciones (3 poblaciones
AL y 3 poblaciones RC) en los 108 roedores analizados. ,Qué significado tiene
esta observacion? Una alteracion en la concentracion de CoQ en la membrana
mitocondrial, que no sea producto de una patologia o el envejecimiento en si
(al tratarse de animales jovenes), deberia estar causada por un cambio de la
capacidad funcional de la membrana. Que no exista alteracién debe significar
que el cerebro requiere una mayor regulacion homeostatica ante la cantidad y
variabilidad de acidos grasos ingeridos en la dieta, manteniendo el
metabolismo energético de este érgano constante sin provocar un desequilibrio
de la homeostasis de CoQ. De hecho, los resultados obtenidos en funcién del
componente de la dieta si muestran una tendencia en cuanto al contenido de
CoQ en las dietas ad libitum, aunque de muy poco alcance en comparacion con
los cambios encontrados en rindn e higado. En la dieta de aceite de pescado,
encontramos al igual que en el higado y rindn los niveles de CoQy mas
pequefios en comparacion a las dietas de grasa ternera y aceite soja en RC.
Estos cambios, aunque estadisticamente significativos, son mucho menos
acentuados que los observados en los tejidos anteriormente mencionados.

Es llamativo que, pese a que no se producen cambios importantes en
cuanto al contenido de CoQ, sigue manifestandose (al igual que en rifidén e
higado) una elevada expresion de los genes COQ en la dieta de aceite de
pescado frente a las otras dietas. Los cambios de comportamiento inducidos
por la dieta con acidos grasos n-3 (dietas de pescado, sobre todo pescado

azul) y de n-6 (aceites vegetales, girasol, soja) estan asociados con cambios
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en la composicion lipidica y apariencia microscopica de las células neuronales
(densidad de vesicula sinapticas) (Yoshida et al. 1997) y la expresion de genes
en el cerebro.

Dentro de los acidos grasos omega-3 (aceites esenciales que son
unicamente ingeridos en la dieta) el acido docosahexaenoico (DHA) precursor
del ALA (acido linolenico) es muy importante en la estructura de la membrana
de fosfolipidos y absolutamente necesario para la funcion neuronal (Bourre
2006). La dieta con acidos omega-3 esta implicada en la prevencion de algunas
enfermedades cardiovasculares, y en algunos desérdenes neuropsiquiatricos,
particularmente la depresion, asi como también el Alzheimer y demencias
vasculares. Ademas, se ha publicado recientemente que la supervivencia de
los ratones de laboratorio es mayor cuando se alimentaban con dietas
enriquecidas con aceites omega-3, que con aceites omega-6, de forma que las
dietas que favorecen ratios n-6/n-3 mas pequefios muestran efectos
beneficiosos en cuanto al riesgo a padecer infarto en ratas hipertensas
(Okuyama et al. 2007). Sin embargo, en cultivos de células de cerebro se ha
demostrado que, aparte de estos lipidos, la membrana también requiere de
acidos grasos poliinsaturados omega-6, manteniendo un equilibrio en el
balance del ratio. Ambos acidos son esenciales porque contribuyen a la fluidez,
flexibilidad y permeabilidad de la membrana (Muskiet et al. 2004).

Teniendo en cuenta que las membranas del cerebro necesitan de unos
niveles elevados de acidos poliinsaturados, y en concreto n-3, parece tener una
correlacion con que haya una rapida respuesta de este 6érgano a aumentar los
niveles de expresion de los enzimas responsables de sintetizar mas CoQ
cuando la dieta esta enriquecida con aceites de pescado, con alto contenido en
omega-3. En relacion con lo mencionado en la introduccion, el DHA (omega-3)
aumenta la fuga de protones e inversamente el acido linoleico (omega-6) la
disminuye. EI DHA es la especie lipidica mas estrechamente asociada con la
permeabilidad de la membrana y una mayor actividad de Na’'-K'-ATPasa
(responsable del 10-30% del gasto energético en reposo) (Ramsey et al. 2000;
Turner et al. 2003). El CoQ, por el contrario, compensaria esta situacion, ya
que se ha propuesto como inhibidor de la fuga de protones al acumularse en el
centro de las bicapas lipidicas, previniendo que los encadenamientos de agua

cargados crucen la membrana y por consiguiente el movimiento del Na™ entre
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las dos caras de la bicapa (Haines 2001). Podria ser que el CoQ4o desempefie
mejor esta funcion en la membrana debido a que su estructura fisico-quimica le
aporta propiedades mas hidrofébicas que su homologo de nueve isoprenos. De
esta manera se explicaria porqué, de acuerdo con nuestros resultados, el
contenido de CoQ1o se mantiene tan elevado en comparacion con el homélogo
COQg.

2.4. MUSCULO ESQUELETICO

Para examinar la respuesta transcripcional en el musculo esquelético,
elegimos el musculo gastrocnemio. El objetivo del Proyecto principal en el que
se enmarca este trabajo es estudiar el efecto de la dieta a lo largo del
envejecimiento en ratones. El musculo esquelético esta principalmente
compuesto por células postmitoticas de larga vida caracterizadas por un
consumo elevado de oxigeno, una caracteristica compartida con otros tejidos
postmitoticos como el cerebro y corazén. A nivel histolégico el musculo
gastrocnemio en ratones envejecidos esta caracterizado por una atrofia de las
células musculares, variaciones en la fibra muscular, y anomalias
mitocondriales, entre otras modificaciones (Ludatscher et al. 1983).

La deficiencia de CoQ se manifiesta en pacientes con distintas
enfermedades, haciendo necesario agrupar dichas patologias en cuatro
grandes fenotipos: miopatias aisladas, sindrome de Leigh, ataxia cerebelosa y
la enfermedad infantil multisistémica severa. En resumen, enfermedades que
afectan principalmente a tejidos postmitéticos. Muy recientemente la
identificacion de los genes implicados en la biosintesis de CoQ ha permitido
diferenciar entre la deficiencia primaria y secundaria. La deficiencia primaria
incluye todas las alteraciones relacionadas con la via de sistensis de CoQ. Se
han encontrado mutaciones en cuatro genes de humanos (COQ1, COQ2,
ADCK3-COQ8 de humanos- y COQ9). La segunda deficiencia incluye a las
enfermedades humanas relacionadas con mutaciones en los genes no
involucrados en la sintesis. Los mecanismos que conducen a una deficiencia
de CoQ son aun desconocidos debido a la escasa informacién que tenemos
sobre el metabolismo de CoQ y su via de sintesis en humanos. En la practica
clinica suplementos con CoQ1o en pacientes con deficiencia primaria mejoran

las deficiencias de CoQqp en el tejido, pero en la secundaria se han obtenido
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resultados contradictorios. Es posible que la respuesta clinica a la
suplementacién con CoQ se deba de alguna manera a los niveles de coenzima
CoQqo en el musculo previos a la terapia. En roedores, se ha estudiado el
efecto del suplemento de CoQ y potencialmente se observa que reduce el dafio
oxidativo provocado en el musculo por un ejercicio extenuante (Kon et al.
2007). Es mas, en pacientes con fibromialgia se altera la homeostasis del CoQ,
detectandose niveles elevados de CoQqo en el plasma, pero una bajada en el
musculo y células mononucleares de la sangre. Estos resultados se asociarian
con fallos en la distribucion de CoQ1o (Cordero et al. 2009).

Una de la funciones mas conocidas del CoQ es la de potenciar la
actividad mitocondrial relacionada con la sintesis de ATP, asi como su papel
inhibiendo la peroxidacién lipidica generada por ROS (Kagan et al. 1990;
Ernster and Dallner 1995; Forsmark-Andree et al. 1995; Lass and Sohal 1998).
Dada la necesidad de mantener una homeostasis de CoQ adecuada en el
musculo para mejorar su defensa antioxidante y que estudios de expresion en
musculo gastrocnemio de roedores de laboratorio demuestran que la RC
previene parcialmente la respuesta al estrés generado por el envejecimiento
modificando el metabolismo, renovando las proteinas y reduciendo el dafio
macromolecular; nos planteamos estudiar el musculo gastrocnemio de
roedores sanos y observamos que la RC induce cambios en la biosintesis de Q
asi como en el contenido de Q en un tiempo relativamente corto.

Ademas, estos cambios son muy distintos en funcion de componente
graso de la dieta. Mientras que en la dieta de aceite de pescado, no se aprecia
una diferencia de CoQ en RC, en la dieta de grasa ternera disminuyen ambos
homologos en RC. Con la dieta de aceite de soja, tanto CoQg como CoQqg
aumentan en los animales sometidos a RC. La dieta estandar que se utiliza en
los estudios de roedores se constituye normalmente con aceites vegetales. El
ejercicio con RC aumenta los niveles de CoQ (Kamzalov and Sohal 2004), lo
cual coincide con la subida de CoQg y CoQ+o observada en nuestro estudio
para el caso de las muestras de musculo de animales alimentados en RC con
dietas con aceite de soja. En cambio, nuestros resultados también demostraron
un descenso muy significativo en RC para el caso de los animales alimentados
con la dieta de grasa de ternera. Estas diferencias nos hacen cuestionarnos si

verdaderamente la subida de CoQ bajo ejercicio fisico en RC pudiera estar
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influenciada por el contenido graso ingerido con la dieta. Un estudio interesante
seria comparar el rendimiento fisico con RC con dietas mas o menos
saturadas.

Una diferencia que también encontramos entre la dieta de aceite de soja
y la de grasa de ternera es que, aunque el ratio CoQg/CoQ1p no cambia entre
AL y RC, si existe un aumento del cociente en la dieta de aceite de soja
respecto a las otras dos dietas. Este efecto es debido a un aumento muy
llamativo del CoQyq frente al CoQ1p en el caso de la dieta de aceite de soja. De
alguna manera, el musculo necesita aumentar la relacion CoQg/CoQ1 ante una
dieta mas susceptible a la peroxidacion lipidica. Sin embrago estos cambios no
se repiten con la dieta de pescado también mas poliinsaturada. Puede que este
efecto esté mas bien relacionado con algun componente especiifico del aceite
utilizado que con el grado de instauracion.

Por otra parte, hemos comprobado cémo el aceite de pescado
desciende los niveles de CoQ en distintos 6rganos, posiblemente para evitar
reacciones prooxidantes. Segun los resultados obtenidos por el Grupo de J.
Ramsey (aun no publicados y que completan uno de los objetivos de
investigacion sujetos al Proyecto Principal al que este trabajo también
pertenece), los ratones fat-1 (que expresan el gen fat-1 de C.elegans que
convierte los acidos grasos omega-6 en omega-3) generan menos especies
reactivas en el complejo | de la mitocondria. Estos resultados podrian
corresponderse con una adaptacion metabdlica a la mayor susceptibilidad a la
oxidacion de las membranas, y podria ir acompanado con una disminucion del
CoQ, bien porque no sea tan necesario al disminuir la generacién endégena de
ROS mitocondriales, o incluso para evitar reacciones prooxidantes en este
nuevo entorno lipidico.

En este tejido no podemos obtener unos datos coherentes en la
expresion de genes COQ que expliquen las diferencias en el contenido de CoQ
bajo la RC. Sin embargo si nos llama la atencién que los niveles de proteina
Coq3p aumentan significativamente en musculo de los animales alimentados
con al dieta de grasa de ternera. Si recopilamos el efecto de la RC sobre los
niveles de Coq3p en el resto de tejidos, podemos comprobar como ante un
descenso muy significativo de CoQ por la RC esta enzima responde

aumentando sus niveles proteicos, como ocurre en el rifidn con la dieta de
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aceite de pescado y de grasa de ternera. Existe la posibilidad de que la
proteina Coq3p actue como un sensor de los niveles de CoQ y responda
aumentando su presencia. Asi, podemos comprobar por ejemplo como cuando
el contenido muscular de CoQ aumenta (en el caso de la dieta de aceite de
soja), o cuando simplemente no se altera (en el caso de la dieta de aceite de
pescado), los niveles de Coq3p no se modifican.

Esperamos encontrar una gran diferencia en los niveles de expresion
entre ratones adultos y animales viejos, aunque la comparacién de dietas y la
RC a corto plazo ya muestran cambios significativos en los individuos jovenes,
al menos a nivel de CoQ, siendo estos cambios muy distintos segun el
componente graso de la dieta.

2.5. CORAZON

La RC a corto plazo no produce cambios significativos en el contenido
de CoQ de las células cardiacas, pero si observamos una tendencia en las
dietas poliinsaturadas a diminuir los niveles de este antioxidante. Ademas, la
relacion de los homdélogos CoQg y CoQqy se ve afectada cuando la dieta
contiene aceite de soja.

Aunque tanto el gastrocnemio como el corazén estdan compuestos por
células musculares, su histologia y fisiologia son totalmente diferentes. De
acuerdo con esto, en nuestro estudio las distintas intervenciones dietéticas
produjeron un efecto distinto en cuanto al contenido de CoQ. En cambio, si
comparamos los resultados obtenidos en corazén con aquellos observados
para el rindn encontramos varias coincidencias llamativas. Por un lado, ambos
organos contienen los niveles de CoQ mas elevados, y aunque en corazén no
se hallen cambios significativos, si se aprecia que la RC tiende a reducir el
contenido de Q (CoQg y CoQ1p) en las dietas poliinsaturadas con aceite de soja
y aceite de pescado, al igual que ocurre en rifion. Es posible que esta bajada
se observe estadisticamente significativa tras un tiempo mas prolongado de
exposicion a la RC, lo cual confirmaria nuestra hipotesis planteada
anteriormente en el caso del higado y del rifidn.

De nuevo, un efecto llamativo que se repite a lo largo de nuestro estudio
es el incremento de Coqg3p cuando los niveles de CoQ disminuyen en

condiciones de RC. Este efecto es particularmente evidente en rifidén: los
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niveles de Coq3p aumentaron con la dieta de pescado hasta 29 veces, a la vez
que se observo una disminucion de CoQg y CoQ1o con un valor P < 0,001. En
el corazdén, la proteina Coq3p aumentdé 4 veces en RC respecto de la
correspondiente situacion AL y los niveles de coenzima Q (CoQg y CoQ1o)
disminuyeron bajo RC en la dieta de aceite de pescado. Que este efecto se
manifieste en todos los casos donde la RC disminuye el contenido de coenzima
Q (también se observa en el musculo con la dieta de ternera) nos reafirma la
hipétesis planteada anteriormente sobre el papel de Coq3p como sensor de los
niveles disminuidos de CoQ. Esta afirmacion resulta razonable si tenemos en
cuentra que la proteina Coq3p cataliza dos pasos de O-metilacion en la ruta
biosintética, uno de los cuales origina el producto final (Poon et al. 1999).

Cuando observamos la relacion entre los dos homdlogos, curiosamente
encontramos una bajada significativa de la relacion CoQg / CoQ1o en el corazén
de los ratones sometidos a RC, lo cual se debe en este caso a que el CoQg
disminuye bajo RC mas rapido que el CoQ+o. Por primera vez observamos que
el CoQ1p mantiene sus niveles en RC. Teniendo en cuenta que este estudio se
esta continuando con ratones de 8 y 20 meses, con el objetivo de determinar
los efectos de la RC a largo plazo y el grado de insaturacion en la homeostasis
del coenzima Q endogeno y en la longevidad, cabria esperar que este
resultado fuera un primer indicio de la respuesta del corazén para mantener
sus defensas antioxidantes bajo RC en dietas con mayor susceptibilidad a la
peroxidacion, como es el caso de la dietas poliinsaturada de aceite de soja.

Los niveles de expresion de los genes COQ en corazdn de los animales
alimentados AL fueron significativamente mayores en la dieta de aceite de
pescado frente a la dieta de aceite de soja y de grasa de ternera. Solo en
alguno de los genes como en mDLP1, mCOQZ2 y mCOQY7, los niveles de la
dieta de grasa de ternera alcanzaron los de aceite de pescado.

Para los distintos tejidos estudiados, hemos observado la influencia del
tipo de acido graso que compone la dieta sobre los niveles de expresion de
genes COQ. El grado de insaturacion del componente graso de la dieta de
aceite de pescado, enriquecida con acidos grasos omega-3, es
significativamente superior no solo a la dieta mas saturada (de grasa de
ternera) sino también a la dieta de soja que es rica en acidos poliinsaturados

omega-6. Cabria esperar que el grado de insaturacién de las dietas se
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manifestara en el incremento de expresién de los genes COQ desde la dieta
mas saturada a la mas insaturada, o al menos que ambas dietas poliisaturadas
se diferenciaran de los niveles observados en la mas saturada. En cambio los
niveles de expresion observados para la dieta de soja fueron muy variables.

Ante la necesidad de encontrar una dieta que aporte mayores beneficios
para hacer frente al riesgo cardiovascular, la comunidad cientifica ha centrado
sus investigaciones en discernir cual de los dos acidos grasos poliinsaturados
(omega-6 u omega-3) presenta mejores efectos en la salud. Ambos acidos
grasos son componentes esenciales en la dieta de mamiferos, pues carecemos
de las enzimas desaturasas que insertan el doble enlace en las posiciones 6 y
3 en la cadena hidrocarbonada (Moyad 2005). Ambos acidos grasos presentan
también caracteristicas protectoras frente al riesgo cardiovascular; sin embargo
la distinta susceptibilidad a la peroxidacion lipidica hace evidente que la
posicion del doble enlace determina su mayor o menor oxidacion (Mesa et al.
2004).

Los numerosos cambios biolégicos producidos en el corazén durante el
envejecimiento reducen la capacidad celular a tolerar y adaptarse al estrés
isquémico (Hansford 1983; Olivetti et al. 1991; Lakatta 1992; Walker et al.
1993; Lakatta 2003; Lakatta and Levy 2003b, 2003a). Uno de los factores que
cambian con la edad es la relacion n-3/n-6, que disminuye en las membranas
mitocondriales, asi como una reduccion en los fosfolipidos mitocondriales y
cardiolipina en el corazén de ratas (Demaison et al. 1994). La homeostasis del
Ca' también se ve alterada, la cadena de transporte de electrones se
desequilibra y aparece una superproduccion de ROS (por la incapacidad a
eliminar el exceso) y productos toxicos producidos por la peroxidacién lipidica
(Sohal et al. 1990; Papa and Skulachev 1997; Lucas and Szweda 1998;
Jahangir et al. 2001; Droge 2002a, 2002b) .

Una dieta rica en omega-3 incrementa el ratio n-3/n-6 en las membranas
celulares y es considerada como una potente estrategia para atenuar los
cambios asociados a la edad que se dan en las membranas (Okuyama et al.
2007). La importancia de mantener una determinada proporcién en el ratio
omega n-3/n6 para evitar los problemas cardiovasculares nos dan una idea de
por qué en los genes de COQ no se producen los mismos cambios en las

dietas de aceite de soja o de aceite de pescado con la RC.
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Un tratamiento con acidos grasos omega-3 de aceite de pescado en
pocas semanas puede alterar los efectos de una dieta enriquecida con omega
n-6 en ratones jovenes y viejos, incrementando en la membrana cardiaca los
niveles de omega-3 y recuperando la homeostasis del calcio y la eficiencia de
consumo de O, (McLennan et al. 1989). Ademas, la susceptibilidad a la
peroxidacidn de uno u otro acido graso puede hacer que el balance de las
defensas antioxidantes con la formacién de ROS se altere, produciendo efectos
distintos por una u otra dieta.

Las dietas de RC se han empleado en numerosos estudios con ratones
sanos de distintas edades. En general los resultados demuestran que la RC
podria retardar el envejecimiento del corazén induciendo una fuerte
reprogramacion a nivel transcripcional (Lee et al. 2002). Respecto a los genes
de biosintesis de CoQ, se observaron unos cambios que se mantuvieron en las
tres dietas con la RC. Curiosamente, mCOQZ2 disminuy6 su expresioén en las
dos dietas mas insaturadas y esto coincidié con una bajada en los niveles de
CoQg y CoQqp. Esta enzima podria ser una diana de la RC en el metabolismo
energético modulando la biosintesis de CoQ en el corazon. Como se indicé
anteriormente en el caso de riidn, unos niveles superiores de CoQ van
acompafados de una elevada expresion de los transcritos de este gen.
Ademas, deficiencias primarias de CoQ debidas a mutaciones en el gen
mCOQ2, se manifiestan principalmente por desérdenes renales (Lopez et al.
2006).

Otro resultado llamativo, es la consistente disminucion de los transcritos
de mCOQS8 en las tres dietas ante la RC. Recientes investigaciones (Lamperti
et al. 2003; Lagier-Tourenne et al. 2008) han identificado mutaciones en el gen
mCOQ8 de humanos (ADCK3) de pacientes que cursan con deficiencias de
CoQ, sugiriendo que este gen esta implicado en la biosintesis de CoQ. Este
gen guarda homologia funcional con COQ8 en levaduras y UbiB en bacterias
(Poon et al. 1997). En C.elegangs una mutacion en COQ8 reduce al 7% los
niveles de CoQ con respecto al tipo silvestre. En estas consiciones se produce
ademas un desarrollo anomalo de las gonadas y de la hipordermis, mostrando
los animales una reducida fertilidad y un acortamiento en la esperanza de vida.
Estos defectos son recuperados con suplementos de CoQ exdgeno (Asencio et
al. 2009).
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Debido a que el gen ADCK pertenece a una superfamilia de kinasas, y
que los mutantes coq8 de levaduras muestran una recuperacion mas lenta
respecto de los mutantes coq2 y coq7 en los niveles de CoQ ante un
suplemento de Q exdgeno, se sugiere que este enzima juega un papel
regulador en la sintesis de CoQ e incluso regulando otras vias adiccionales.
Puesto que CoQ tiene un papel determinante en la produccién de ATP, se ha
especulado que las ADCKs podrian regular la sintesis de CoQ a través de la
fosforilacién de sustratos (proteinas u otras moléculas no proteicas) como parte
de un “bucle de retroalimentacion” que controla los niveles de ATP producidos
(Lagier-Tourenne et al. 2008). Ademas, todos los mutantes coqg muestran una
bajada en los niveles génicos del resto de genes COQ (COQ3, COQ4, COQ6,
COQ7 y COQ9) sugiriendo la existencia de un complejo multienzimatico. Sin
embargo, no se ha encontrado una relacién con los niveles de COQS8,
excluyéndolo de su participacion en el complejo aunque este si afecte a su
estabilidad (Hsu et al. 2000; Hsieh et al. 2007).

De acuerdo con los resultados en C.elegans que apuntan a ADCKS3
como un gen esencial para el correcto desarrollo y esperanza de vida del
organismo; y su supuesto papel regulador en la sintesis de CoQ, consideramos
que la reduccidon consistente de los transcritos de mCOQ8 observada en el
corazéon de los ratones alimentados con una dieta reducida en calorias
(independiente del contenido graso) es una via por la cual la RC podria ejercer
sus efectos saludables regulando la biosintesis de CoQ y por consiguiente el

metabolismo energético.

1. (EXISTE RELACION ENTRE LA DIETA, LA
RELACION mSP1/mDLP1 Y LA LONGITUD DE LA
CADENA DE ISOPRENOS?

Las variaciones observadas en las cantidades de CoQ y en la relacion
de CoQgy/CoQ1p dentro de los diferentes tejidos nos hizo plantearnos si estos
cambios tenian un significado biolégico (por ejemplo en cuanto a la necesidad

de cada tejido a mantener mas concentrado uno de los homdlogos por sus
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propiedades antioxidantes), y que particularmente se pudiera explicar con un
alteracioén en los niveles de expresion de los dos genes (mSPS1, mDLP1) que
configuran en mamiferos la enzima (Coq1p) responsable de determinar la
longitud de la cola isoprenoide. Si ademas, las distintas intervenciones
alteraban el contenido y biosintesis de Q resultaba interesante estudiar la
posible correlacidén entre ratios bajo estas manipulaciones no genéticas.

Como ya se ha mencionado anteriormente, en un estudio realizado en
2007 por el Grupo de R. Sohal se comprob6 que la generacion de superéxido
era mayor en especies menos longevas que sintetizaban mayoritariamente
CoQg en vez de CoQqo, aunque finalmente estas asociaciones no pudieron
establecer una relacion de causa-efecto (Sohal and Forster 2007).

A la inversa de lo que pudiera esperarse, no encontramos correlacion
alguna entre los ratios mSPS1/mDLP1 y CoQ¢/CoQ1p. Sin embargo, si se
observaron cambios en cada uno de los ratios en respuesta a las distintas
intervenciones, que ademas fueron dependientes de tejido.

Los cambios mas significativos se produjeron en el rindn y en higado.
Nos Illamé Ila atencion que la relacion mSPS1/mDLP1 aumentara
significativamente en el higado y disminuyera significativamente en el rifidon en
las tres intervenciones dietéticas cuando los animales se encontraron bajo RC.
Ademas, estos efectos se debieron a una bajada mas pronunciada de los
niveles de expresion de mDLP1 en el higado y a una subida de mDLP1 en al
menos la dieta de ternera y soja en rifidn. En un estudio realizado por Saiki y
colaboradores (Saiki et al. 2005) se comprobé6 que aunque ambos
componentes de COQ17 son necesarios para determinar la cadena lateral del
CoQ, mSPS1 (hDPS1 en humanos) parece tener una efecto mas decisivo.
Nuestro estudio deja abierta una interesante investigacion para estudiar los
efectos de la variacion de las concentraciones de mSPS1 y mDLP1 in vivo
mediante mediante manipulaciones genéticas, ya que segun nuestros
resultados intervenciones no genéticas si modulan la expresion de los
transcritos de estos genes de manera constante en el higado y rifidn, dos
tejidos caracterizados por una mayor accesibilidad a los componentes de la
dieta. Estas investigaciones podrian aproximarnos mas al entendimiento de las

enfermedades genéticas causadas por deficiencias de CoQ en humanos.
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Por otro lado, en el cerebro no se altero la relacion de mSPS1/mDLP1
tras el consumo de una dieta hipocalorica o de dietas con un mayor o menor
grado de instauracion en sus acidos grasos. De nuevo, confirmamos la
necesidad de este tejido a mantener una homeostasis de CoQ equilibrada que

asegure un buen funcionamiento del metabolismo energético de la mitocondria.

En resumen, en nuestro estudio hemos demostrado que la dieta produce
una regulacion de la biosintesis de CoQ, aunque ésta es compleja desde el
punto de vista molecular y también por la diversidad de respuesta entre tejidos.
Es evidente que las distintas variaciones observadas en el contenido de CoQ y
de la expresion de los genes de su biosintesis, asi como los niveles de algunas
de las proteinas codificadas por ellos se presentan como un mecanismo por el
cual la dieta ejerce sus efectos sobre el organismo. Estos cambios nos pueden
ayudar a ampliar el conocimiento sobre el estado metabdlico de los distintos
organos Y tejidos y sobre los sitios de regulacion de la via de sintesis de CoQ,
permitiéndonos evaluar la respuesta a la RC dependiente de tejido en un
tiempo relativamente corto. Es muy interesante completar el estudio en ratones
de 8 y 20 meses (como se describe en el Proyecto Principal), en los cuales se
hayan manifestado de manera patente las alteraciones relacionadas con los
procesos asociados al envejecimiento. De esta manera nos aproximariamos a
entender en qué momento de la vida y de qué manera cada uno de los 6rganos
y tejidos comienzan a adaptar su metabolismo energético a la RC con las
distintas intervenciones dietéticas, particularmente en lo concerniente a la
homeostasis redox del coenzima Q, y paliar asi los efectos asociados con la
edad.
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La heterogénea distribucion del coenzima Q se encuentra asociada a un
perfil de expresion de los genes COQ, cuyos niveles de transcritos son

mayores en aquellos 6érganos que contienen mas coenzima Q.

La dieta enriquecida con &cidos poliinsaturados omega-3 de pescado

induce la expresion de los genes COQ en todos los tejidos.

La restriccion calérica a corto utiliza la via de sintesis del coenzima Q
para alterar el metabolismo energético, aunque la adaptacion a nivel

transcripcional es especifica de tejido.

La proteina Coq3p aumenta en aquellos tejidos donde la RC disminuye

consistentemente el contenido de CoQ ¢y CoQ 0.

El rifidn es el 6rgano que mas responde a la restriccion caldrica y al
efecto afladido del componente graso de la dieta. En restriccion cal6rica
desciende el contenido de coenzima Q y las grasas mas insaturadas
acentlan este efecto. La expresion de los genes COQ muestra una
tendencia general a disminuir en el rifibn ante un entorno calérico
reducido, predominantemente cuando la dieta se encuentra enriquecida

con grasas mas susceptibles de peroxidacion.

El sistema de coenzima Q (niveles totales y ratio de las dos isoformas)
muestra una menor homogeneidad a nivel interindividual en érganos que
presentan una mayor accesibilidad a los componentes de la dieta, como

es el caso del higado. En el extremo opuesto, la gran homogeneidad
interindividual del cerebro en cuanto a las variaciones del contenido de
coenzima Q y de la relacion CoQ ¢/CoQo, asi como la falta de respuesta a
la dieta, apoyan la necesidad de mantener un rango homeostatico muy

estrecho del sistema del coenzima Q.

Los cambios provocados por la restriccion calérica en la relacion
CoQy/CoQ4p no se explican con el efecto que ejerce esta manipulacion de
la dieta sobre la expresién de los genes COQl (mSPS1, mDLP1),

responsables de determinar la longitud de la cola isoprenoide.
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ANEXO I: Soluciones utilizadas en la metodologia

SOLUCION

COMPOSICION

1. Tampon E

Tris-Cl, 10 mM pH 7.5
EDTA 1 mM

2. Tampon RIPA

Tris-HCI 50 mM, pH 8

NaCl 150 mM

Deoxicolato 0’5 %

SDS 0’1 %

DTT 1 mM

Tritéon X-100 1 %

20 pg/ul de cada uno de los inhibidores de proteasas:
quimostatina, leupeptina, antipaina y pepstatina A (CLAP)
PMSF 100 mM

3. Tampon de carga (5X)

Tris-HCI 0’3 M, pH 6’8,
Sacarosa 50% (Panreac)
EDTA 2 mM

SDS 7’5 %

Ditiotreitol 0’1 M

Azul de bromofenol 0’5 mg/mi

4. Gel concentrador

4% de acrilamida/bisacrilamida (BioRad)

Tris-HCI 375 mM, pH=6,8

SDS 0'1% (peso/volumen) (Sigma)

TEMED 0’1% (volumen/volumen) (BioRad)
Persulfato amdnico 0°1% (peso/volumen) (Panreac)

5. Gel separador

Acrilamida/bisacrilamida 10 a 12% de (BioRad)
Tris-HCI 375 mM, pH=6,8

SDS 0’1% (peso/volumen) (Sigma)

TEMED 0’1% (volumen/volumen) (BioRad)
Persulfato amdnico 0°1% (peso/volumen) (Panreac)

6. Tampon de electrodos (5X) Tris 0’1 M
Glicina 0°96 M
SDS 0’5 %

7. Tampon de transferencia Glicina14’4 g/l
Tris 25 mM

SDS 0’02 % (peso/volumen) (Sigma)
Metanol 20 % (volumen/volumen)

8. Rojo Ponceau’s

El colorante Ponceau’s (Analema) se preparé a una
concentracion del 0’1 % en 1 % de &cido acético.

9. Solucién de destefido

Una dilucion de acido acético al 1 % en H20dd se uso
para eliminar el exceso de colorante (Ponceau’s)

10. Tampdn TTBSL

Tris-HCI 50mM, pH 7’6,

NaCl 0’85 % (Panreac)

Tween 20 0’05 % (Merck)

Leche descremada en polvo 5 % (Bio-Rad Laboratories)

11. Tampén TTBS

Tris-HCI 50 mM, pH 7’6
NaCl 0’85 %
Tween 20 0'05 %

12. Tampdn TBS

Tris-HCI 50 mM, pH 76
NaCl 0’85 %
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ANEXO IlI: Andlisis post hoc del contenido de CoQ o,
CoQ1o Yy ratio CoQ o/CoQ1o

Post Hoc en CoQ ¢

Tukey HSD test; variable higado

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,00779, df = 88,000

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. ,23488 | ,25065 | ,28015 | ,25916 | ,18235 | ,20181
1 ternera al 0,995311/ 0,669903 0,969141 0,514815 0,906889
2 ternera rcf 0,995311 0,933548 0,999826 0,253664 0,676663
3 soja alll 0,669903 0,933548 0,985667 0,027575 0,175880
4 soja rc| 0,969141 0,999826 0,985667 0,160429 0,526073
5 pescado all 0,514815 0,253664 0,027575 0,160429 0,991498
6 pescado rc| 0,906889 0,676663 0,175880 0,526073 0,991498

Duncan test; variable rifion (3 dietas graficos hplc statbb)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,12932, df = 83,000

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. 1,1599 | 1,4777 | 1,0053 | 1,0934 | 1,3086 | ,32883
1 ternera al 0,026879 0,283936 0,622629 0,272400 0,000049
2 ternera rc 0,026879 0,001616/ 0,009187| 0,212269 0,000025
3 soja alf| 0,283936 0,001616 0,514733 0,040853 0,000117
4 soja rc| 0,622629 0,009187 0,514733 0,134993 0,000054
5 pescado all 0,272400 0,212269 0,040853 0,134993 0,000030
6 pescado rc| 0,000049 0,000025 0,000117| 0,000054 0,000030

Tukey HSD test; variable cerebro (3 dietas graficos hplc statbb)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,00225, df = 76,000

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. ,15785 | ,15999 | ,13316 | ,10151 | ,12239 | ,10178
1 ternera al 0,999995  0,810489 0,060023 0,327597 0,013505
2 ternera rcf 0,999995 0,742723 0,041797| 0,250828 0,007764
3 soja all 0,810489 0,742723 0,717178 0,994762 0,597282
4 soja rc| 0,060023| 0,041797 0,717178 0,906148 1,000000
5 pescado all 0,327597 0,250828 0,994762 0,906148 0,833281
6 pescado rc| 0,013505 0,007764 0,597282 1,000000 0,833281
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Tukey HSD test; variable musculo (3 dietas graficos hplc statbb)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,00094, df = 87,000

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. ,07559 | ,02620 | ,04292 | ,07921 | ,07138 | ,07178
1 ternera al 0,000554| 0,085020 0,999519 0,998993  0,999447
2 ternera rc|| 0,000554 0,712153| 0,000157| 0,000926/ 0,001007
3 soja all 0,085020 0,712153 0,025048 0,148789 0,148039
4 soja rc|l 0,999519 0,000157 0,025048 0,974532 0,981082
5 pescado allf 0,998993| 0,000926 0,148789 0,974532 1,000000
6 pescado rcll 0,999447 0,001007 0,148039 0,981082 1,000000

Tukey HSD test; variable corazon (3 dietas graficos hplc statbb)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,06917, df = 95,000

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. 47081 | ,59190 | ,65932 | ,43086 | ,69697 | ,51135
1 ternera al 0,749757| 0,301543 0,997993 0,122381/ 0,998015
2 ternera rc|| 0,749757 0,973804 0,482125| 0,836600 0,951389
3 soja all 0,301543 0,973804 0,136339 0,998271 0,608301
4 soja rc| 0,997993 0,482125 0,136339 0,045514| 0,956815
5 pescado all 0,122381 0,836600 0,998271 0,045514 0,339704
6 pescado rc| 0,998015 0,951388 0,608301 0,956815 0,339704

Post Hoc en CoQ 49

Duncan test; variable higado (3 dietas graficos hplc q10)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,00004, df = 88,000

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. ,01571 | ,01530 | ,01619 | ,01275 | ,01583 | ,00670
1 ternera al 0,858921/ 0,841902 0,225367 0,956128 0,000322
2 ternera rc|| 0,858921 0,725616 0,265829  0,828044 0,000456
3 soja all 0,841902 0,725616 0,184132 0,873857 0,000212
4 soja rc|| 0,225367 0,265829 0,184132 0,223415 0,009322
5 pescado all 0,956128 0,828044 0,873857 0,223415 0,000311
6 pescado rc| 0,000322 0,000456 0,000212| 0,009322 0,000311

Duncan test; variable rifién (3 dietas graficos hplc q10)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,00780, df = 101,00

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. ,26977 | ,20676 | ,22369 | ,16486 | ,24067 | ,06381
1 ternera al 0,053061/ 0,145079 0,001351 0,327792 0,000024
2 ternera rc|l 0,053061 0,568437 0,160018| 0,284682 0,000058
3 soja all 0,145079 0,568437 0,062153 0,567662 0,000047
4 soja rc| 0,001351 0,160018 0,062153 0,019306/ 0,001036
5 pescado all 0,327792 0,284682 0,567662 0,019306 0,000029
6 pescado rc| 0,000024 0,000058 0,000047/ 0,001036 0,000028
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Tukey HSD test; variable cerebro (3 dietas graficos hplc q10)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,00036, df = 76,000

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. ,06134 | ,05909 | ,04911 | ,04000 | ,04771 | ,04102
1 ternera al 0,999431 0,633912 0,086462 0,371739 0,033221
2 ternera rcjf 0,999431 0,796045 0,154446 0,559537 0,071826
3 soja alfl 0,633912 0,796045 0,909912| 0,999980 0,904544
4 soja rcj 0,086462 0,154446 0,909912 0,931143 0,999995
5 pescado alff 0,371739/ 0,559537| 0,999980 0,931143 0,923501
6 pescado rc| 0,033221 0,071826 0,904544 0,999995 0,923501
Duncan test; variable musculo (3 dietas graficos hplc q10)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = ,00001, df = 85,000
grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. ,01157 | ,00544 | ,00253 | ,00584 | ,01116 | ,01281
1 ternera al 0,000061 0,000030/ 0,000089 0,747778 0,340003
2 ternera rcl 0,000061 0,026543| 0,753186 0,000090/ 0,000030
3 soja alfl 0,000030| 0,026543 0,015810| 0,000048| 0,000025
4 soja rcj 0,000089 0,753186 0,015810 0,000196/ 0,000049
5 pescado alfl 0,747778 0,000090/ 0,000048 0,000196 0,231195
6 pescado rc] 0,340003 0,000030 0,000025 0,000049 0,231195
Tukey HSD test; variable corazoén (3 dietas graficos hplc q10)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = ,00077, df = 95,000
grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. ,04864 | ,06065 | ,07418 | ,05774 | ,08043 | ,06039
1 ternera al 0,793852 0,087194  0,933939 0,012615 0,836704
2 ternera rc|f 0,793852 0,700276 0,999672 0,274848 1,000000
3 soja alfl 0,087194 0,700276 0,533188| 0,985074 0,724177
4 soja rcjf 0,933939 0,999672 0,533188 0,172463 0,999833
5 pescado alf 0,012615| 0,274848  0,985074 0,172463 0,312203
6 pescado rc|| 0,836704 1,000000 0,724177 0,999833 0,312203
Post Hoc en el Ratio CoQ ¢/CoQ1p
Tukey HSD test; variable higado (3 dietas graficos hplc statn ratios)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 64,983, df = 79,000
grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. 15,475 | 17,546 | 17,308 | 20,322 | 13,449 | 22,833
1 ternera al 0,975008 0,994841 0,691174 0,975874 0,104417
2 ternera rcf 0,975008 1,000000 0,960002 0,663582 0,420347
3 soja alfl 0,994841 1,000000 0,971871) 0,868986 0,612214
4 soja rc) 0,691174 0,960002 0,971871 0,303946 0,975257
5 pescado alff 0,975874| 0,663582| 0,868986 0,303946 0,013663
6 pescado rc] 0,104417 0,420347 0,612214 0,975257 0,013663
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Tukey HSD test; variable rifidn (3 dietas graficos hplc statn ratios)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 1,2231, df = 100,00

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. 4,4133 | 6,8012 | 4,5882 | 6,0722 | 6,0678 | 9,3689
1 ternera al 0,000121| 0,997191  0,000378 0,000390| 0,000121
2 ternera rc|( 0,000121 0,000122 0,379180| 0,372246 0,000121
3 soja alf 0,997191 0,000122 0,001959| 0,002037 0,000121
4 soja rc| 0,000378 0,379180 0,001959 1,000000 0,000121
5 pescado all 0,000390 0,372246 0,002037 1,000000 0,000121
6 pescado rc| 0,000121 0,000121/ 0,000121| 0,000121 0,000121

Tukey HSD test; variable cerebro (3 dietas graficos hplc statn ratios)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,06336, df = 75,000

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. 2,5975 | 2,6800 | 2,7156 | 2,5789 | 2,6021 | 2,4919
1 ternera al 0,934517  0,869258 0,999977 1,000000 0,841789
2 ternera rc| 0,934517 0,999402 0,924680  0,955412 0,275779
3 soja alll 0,869258 0,999402 0,857872 0,897542 0,282141
4 soja rc| 0,999977| 0,924680 0,857872 0,999939 0,961111
5 pescado all 1,000000/ 0,955412 0,897542 0,999939 0,836971
6 pescado rc| 0,841789 0,275778 0,282141 0,961111 0,836971

Tukey HSD test; variable musculo (3 dietas graficos hplc statn ratios)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 12,537, df = 96,000

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. 6,1650 | 4,5206 | 15,126 | 13,737 | 59444 | 6,1235
1 ternera al 0,755410/ 0,000122 0,000122 0,999971 1,000000
2 ternera rc|| 0,755410 0,000122 0,000122| 0,849846 0,784585
3 soja alf 0,000122 0,000122 0,871215 0,000122 0,000122
4 soja rc| 0,000122 0,000122 0,871215 0,000122| 0,000122
5 pescado all 0,999971 0,849846 0,000122 0,000122 0,999990
6 pescado rc| 1,000000 0,784585 0,000122 0,000122 0,999990

Tukey HSD test; variable corazén (3 dietas graficos hplc statn ratios)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,91445, df = 94,000

grasa |calorias {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. 9,7388 | 9,7767 | 8,6667 | 7,2656 | 8,9175 | 8,2673
1 ternera al 0,999997 0,016057 0,000122 0,145106 0,000606
2 ternera rcf 0,999997 0,009675 0,000122| 0,103847 0,000378
3 soja all 0,016057 0,009675 0,000771 0,972968 0,838515
4 soja rc|l 0,000122 0,000122 0,000771 0,000175| 0,049416
5 pescado all 0,145106 0,103847 0,972968 0,000175 0,413709
6 pescado rc| 0,000606 0,000378 0,838515 0,049416 0,413708
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