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RESUMEN

Introduccién: El coenzima Q es un componente esencial para la actividad de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial. En su sintesis estan implicados, al menos, 10 proteinas diferentes que conforman
un complejo. Nuestro objetivo ha sido el de determinar la evolucién de la expresién de los diferentes genes
implicados en la sintesis de coenzima Q durante el envejecimiento en ratones.
Material y métodos: El ARN mensajero (ARNm) de diferentes 6rganos (cerebro, higado, rifién y mtsculo)
de ratones jovenes (8 meses), maduros (18 meses) y viejos (24 meses) fue extraido utilizando Trizol y
analizado por PCR a tiempo real (qPCR) utilizando sondas especificas para los diferentes genes COQ que
codifican para los miembros del complejo de sintesis del coenzima Q.
Resultados: El higado fue el 6rgano que presenté mayores cambios en cuanto a la expresién de ARNm res-
pecto alaedad, afectando tanto a laamplitud de las variaciones como en la significatividad del cambio. En
la mayoria de los genes, los niveles de ARNm fueron mayores en los animales maduros que en los jovenes.
Cuando comparamos los niveles de ARNm de los animales jévenes y viejos solo se encontraron pequefias
reducciones de expresion. El rifién presenté un patrén similar al higado en cuanto a la evolucién de la
expresién, aunque con menores incrementos en los animales maduros que los observados en el higado.
Cerebro y musculo esquelético presentaron las menores variaciones de expresion, siendo el masculo el
que menores cambios presentd, aunque se observé un patrén similar al encontrado en higado y rifién,
con ligeros incrementos en animales maduros.
Discusion: Nuestros resultados indican que la edad es un factor importante a tener en cuenta en el analisis
de la expresion de los genes COQ. Ademas, la expresion de estos genes depende del 6rgano estudiado.
Teniendo en cuenta la importancia del coenzima Q en el metabolismo celular y en el envejecimiento, es
obligado un mayor estudio de la regulacién génica de su maquinaria de sintesis.

© 2017 SEGG. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Regulation of the expression of coenzyme Q-synthesis complex during ageing

ABSTRACT

Introduction: Coenzyme Q is an essential component in the activity of the mitochondrial electron trans-
port chain. Its synthesis involves, at least, a complex of ten different proteins. In this study, an attempt is
made to determine the evolution of the expression of the genes involved in coenzyme Q synthesis during
mouse ageing.

Material and methods: The messenger RNA (mRNA) of different organs, such as brain, liver, kidney and
skeletal muscle from young (8 months), mature (18 months), and old (24 months) mice was extracted
by using Trizol and was then analysed by real time PCR (qPCR) using specific primers for all the known
components of the coenzyme Q-synthesis complex (COQ genes).

Results: Liver showed the highest age-dependent changes in mRNA levels of the different components
of Q-synthesis complex, affecting the extent of the variation as well as the significance of the change. In
most of the cases, mRNA levels of the different components were higher in mature animals compared to
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young and old animals. When mRNAs of young and old animals were compared, only minor reductions
of mRNA levels were found. Kidney showed a pattern similar to that found in liver as regards the changes
in expression, although with lower increases in mature animals than those observed in the liver. Brain
and skeletal muscle showed low variations, with muscle being the tissue with less changes, although a
pattern similar to that found in liver and kidney was found, with slight increases in mature animals.

Discussion: The results of this study indicate that ageing is an important factor affecting COQ gene expres-
sion, but its effect depends on the organ, and that mature animals show higher levels of mRNA than
young and old animals. Taken into consideration the importance of coenzyme Q in cell metabolism and
ageing, a more detailed study is needed to understand the gene regulation of the coenzyme Q-synthesis

mechanisms during ageing.

© 2017 SEGG. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

El coenzima Q (Q) es un lipido presente en todas las membranas
celulares de los organismos, desde bacterias hasta mamiferos. El
coenzima Q esta formado por una cola isoprenoide que en humanos
consta de 10 unidades y por una cabeza polar formada por un anillo
bencénico con 2 grupos hidroxilos en su forma reducida o ceténicos
en la oxidada. E1 Q es un componente esencial de la cadena de trans-
porte mitocondrial, siendo el Gnico lipido presente en este complejo
sistema formado, ademas, por 4 complejos proteicos y citocromo
cy que transfiere electrones desde compuestos intermediarios del
metabolismo como el NADH o el FADH, hasta el oxigeno, formando
finalmente agua. Mediante este sistema se consigue establecer un
gradiente de protones en la mitocondria que es utilizado para sinte-
tizar ATP, componente esencial para el funcionamiento de células,
tejidos y érganos’. Pero el Q también cumple una funcién esen-
cial en el resto de membranas celulares actuando como principal
miembro de un sistema antioxidante que previene la peroxidacién
de lipidos y probablemente la regulacién de actividades asociadas
a estas membranas, como mecanismos de apertura de canales de
membrana o la regulacién de sistemas de sefializacién celular®.

Practicamente todas las células de nuestro organismo son capa-
ces de sintetizar Q. La sintesis de este componente lipidico depende
de un complejo de, al menos, 8 proteinas, aunque en los Gltimos
afios se han descrito hasta 3 componentes mads a los que se les ha
asignado posibles capacidades reguladoras. Las evidencias parecen
demostrar que lamayor parte de las proteinas que forman este com-
plejo se encuentran dentro de la mitocondria, unidas ala membrana
interna o en la matriz mitocondrial, aunque el primer componente
puede estar asociado al reticulo endoplasmatico, donde interviene
en la sintesis de la cola isoprenoide, y el segundo se encarga de
ensamblar la cola isoprenoide con la cabeza polar de la molécula
(fig. 1). La forma en la que estos componentes se ensamblan, se
estructuran y se regulan adn no esta clara>® y tampoco se conoce
su regulacién a lo largo de la vida del individuo.

La importancia del Q para la supervivencia celular y de los seres
humanos ha quedado patente en los recientes descubrimientos de
familias que presentan mutaciones en los diferentes miembros del
mecanismo de sintesis de Q. En la mayoria de los casos, la defi-
ciencia en la sintesis de este componente produce ataxia, sordera,
miastenia, deficiencia renaly finalmente un fallo multiorganico’-'".

El Q es conocido como un agente antienvejecimiento no solo por
su conocida aplicacién en cremas antienvejecimiento, sino también
en multiples estudios relacionados con el envejecimiento. No obs-
tante, no existen datos claros sobre la evolucion de los niveles de Q
durante el envejecimiento. Los estudios mas claros muestran una
posible disminucién de los niveles de Q en mitocondria en misculo
esquelético y posiblemente una bajada al principio del envejeci-
miento en cerebro'213, Todos estos estudios han sido desarrollados
en roedores. Utilizando este modelo, el objetivo del presente estu-
dio es determinar la evolucién de los niveles de ARNm de los genes
que codifican para los diferentes componentes del complejo de

sintesis de coenzima Q en ratones jévenes, maduros y viejos, con
el fin de conocer si existe una evolucién que explique una posible
disminucién de la capacidad de sintesis de Q asociada al envejeci-
miento.

Materiales y métodos
Mantenimiento de animales y alimentacion

Un total de 10 ratones macho C57BL/6] (Harlan) por grupo
de edad fueron usados en este estudio. Los animales fueron ali-
mentados con autoclavable Teklad Global 14% protein rodent
maintenance diet (Teklad Global Diet Chow 2014S, Harlan Tec-
kad). Esta dieta contiene un 14,3% de proteina, un 4% de grasa
(grasa de soja), un 48% de hidratos de carbono provenientes
principalmente de maiz y de trigo y un 4,1% de fibra, entre
otros componentes, enriquecida con vitaminas y minerales segtiin
indicaciones del fabricante (http://www.envigo.com/resources/
data-sheets/2014s-datasheet-0915.pdf). Los animales fueron esta-
bulados en cajas de policarbonato a razén de 4 animales por caja
en una sala termostatizada (22 +3°C) y con humedad controlada
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Figura 1. Papel de los genes COQ en la sintesis de Q. Los genes implicados en la sin-
tesis de coenzima Q acttian desde la formacién del precursor de la cola isoprenoide
(€0Q1, formado por 2 subunidades diferentes, SPS1 y DLP1), la fusién de esta cola
isoprenoide con la cabeza polar originada a partir del aminodacido tirosina (COQ2)y
la posterior modificacién de la cabeza polar en la mitocondria por los componentes
C0OQ3-8. A los componentes 9y 10 se les ha asignado funciones reguladoras.
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Tabla 1
Cebadores usados en la qPCR en este estudio

Gen Sentido (5'-3") Antisentido (5'-3')

mSPS1 5'-CATCAAAGGACACCAGCAATGT-3’ 5'-GCACCACAATAATCGGTCTAAAGG-3'
mDLP1 5-ATGCTGACCTCCAGCCTTTT-3' 5'-GTCACACCTTTGCCAGCTTT-3'
mCoq2 5'-GCCCACCAGCAGGACAAGAAAGAC-3 5-AGCCACAGCAGCGTAGTAGG-3'
mCoq3 5'-GTGAGCCACCTGGAAATGTT-3’ 5'-CCCACGTATGAGTGCCTTTT-3’
mCoq4 5-GGGGAGACCACAGGATGC-3' 5-GTCGAGGGTAGACAGCGAGAT-3'
mCoq5 5'-GGATTCCTTGGGAGGTTCA-3’ 5-GGGCAGTTCTTCAGCGTCT-3'
mCoq6 5'-CGACGTGGTGGTGTCAGC-3' 5-AGTTTCTCCAGGGCTTTCTTT-3’
mCoq7 5'-TGATGGAAGAGGACCCTGAGAAG-3’ 5'-GCCTGTATCGTGGTGTTCAAGC-3’
mCoq8 5-AGCAAGCCACACAAGCAGATG-3' 5'-CCAGACCTACAGCCAGACCTC-3'
mCoq9 5'-CCCGAGTTTTCCCGTCC-3' 5'-TGGGCTCCTTCAGCAATG-3’
mCoq10 5'-TAAACAGAACCCTTCCACCG-3’ 5'-CGAAATGCTGATAGTCCTCCA-3’
B-actina 5-TGACCGAGCGTGGCTACAG-3' 5-GGGCAACATAGCACAGCTTCT-3'
HSP90 5'-GTGCCTGGAGCTCTTCTCC-3’ 5-CGTCGGTTAGTGGAATCTTCAT-3'
mHPRT 5'-CAGTCAACGGGGGACATAAA-3’ 5'-AGAGGTCCTTTTCACCAGCAA-3'
m18S 5'- TGACTCAACACGGGAAACCT-3' 5-AACCAGACAAATCGCTCCAC-3’

bajo un ciclo de 12 h de luz/oscuridad (12:00am-12:00 pm). Los
animales fueron recibidos con diferentes edades: 2 meses (jove-
nes), 12 meses (maduros) y 18 meses (viejos); y, tras un periodo de
adaptacioén, alimentados en condiciones normales de animalario
con pienso estandar para roedores durante otros 6 meses. La edad
de los animales al final del experimento fue de 8 meses (jévenes),
18 meses (maduros)y 24 meses (viejos). Los animales fueron sacri-
ficados mediante dislocacién cervical y los 6rganos extraidos en el
menor tiempo posible, inmediatamente congelados en nitrégeno
liquido y mantenidos a -80°C hasta su procesamiento. Todos los
animales fueron mantenidos y manipulados segtn los protocolos
aprobados por el comité ético de la Universidad Pablo de Olavide
de Sevilla en su sesién 04/12 y resolucién de 15 de febrero de 2012
y siguiendo las normas internacionales relativas a la investigacién
animal.

Extraccion de ARN total

Parala determinacion de los niveles de ARN para cada uno de los
genes implicados en la sintesis de Q, ARN total procedente de cada
6rgano fue aislado utilizando TRIzol (Invitrogen, Life Technologies,
Espafa) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
entre 50 y 100 mg de tejido fue homogenizado en 1 ml de TRIzol
para posteriormente extraer el ARN con cloroformo mediante mez-
cla con vértex. La fase superior se mezcl6 con etanol hasta alcanzar
una proporcién de 35% etanol y el ARNm purificado mediante
columnas PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen, Estados Unidos).
Una vez obtenido el ARN se llev6 a cabo una cuantificacién con
NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific, Estados Unidos) de su
concentracion y de su grado de pureza mediante las ratios 260/280
y 260/230. En ambos casos se acept6 un grado igual o mayor que
1,8. Posteriormente el ARN fue tratado con DNasa libre de RNasa
(Deoxyribonuclease 1 Amplification Grade, Sigma-Aldrich, Espafia)
para eliminar posibles restos contaminantes de ADN genémico.

Para la sintesis de cDNA, el ARN fue retrotranscrito usando el
iScript cDNA synthesis kit (Biorad, Estados Unidos) utilizando un
iCycler Thermal termociclador (Biorad, Estados Unidos) siguiendo
las indicaciones del fabricante.

Para la determinacién de los niveles especificos de ARNm para
cada gen se utiliz6 un sistema de PCR a tiempo real (RT-PCR) utili-
zando un iTaq Universal SYBR Green Supermix en un sistema CFX
Connect (Biorad, Estados Unidos). Los cebadores utilizados para
la determinacién (tabla 1) fueron disefiados utilizando el Beacon
Designer software (BioRad, Estados Unidos) y adquiridos mediante
Eurofins MWG-Synthesis GmbH (Alemania). Para la referencia se
utilizaron 4 genes constitutivos, [3-actina, HSP90, HPRT y 18S. Para
la seleccién del mejor gen de referencia se utilizé el programa
RefFinder (http://fulxie.Ofees.us/?i=1), que utiliza un sistema de

comprobacion de 4 diferentes métodos para determinar el gen de
referencia mas estable!*.

Andlisis estadistico

Todos los resultados son expresados como la media + el error
estandar de la media (SEM). La comparacién entre los diferentes
grupos de edad fue realizada mediante el test ANOVA acompafiado
de un post-hoc test de Bonferroni, utilizando para ello un programa
SigmaStat 3.5. Las graficas y figuras fueron realizadas mediante
un programa SigmaPlot 10.0 (Systat Software, Estados Unidos). El
nivel critico de significatividad o fue de 0,05 y el nivel estadistico
significativo fue definido como p <0,05.

Resultados

Los niveles de ARNm de 6rganos con capacidad regenerativa
presentan grandes diferencias dependientes de la edad del
organismo

Estudiamos los niveles de ARNm de los genes COQ en 2 6rganos
con capacidad regenerativa, el higado y el rifién. Tomando como
referencia los valores obtenidos en los animales jévenes (8 meses),
comprobamos que en el higado de animales viejos se producia un
descenso en los niveles de ARNm en algunos, pero no en todos
los genes. Los genes afectados fueron COQ3, COQ4, COQ6, COQ10
y mDLP1 (uno de los miembros del primer componente del sis-
tema de sintesis de Q). No obstante, el Ginico descenso significativo
entre los niveles encontrados en higado viejos respecto a los nive-
les de los higados jovenes se obtuvo en el caso del COQ4; en el
resto de genes solo observamos descensos considerables aunque
no estadisticamente significativos. El resto de genes no mostraron
ninguna modificacién (tabla 2). Cuando tuvimos en cuenta los nive-
les de ARNm en animales maduros (18 meses), comprobamos que
la mayoria de los genes presentaban unos niveles mas altos a esta
edad que en j6évenes o viejos. Los incrementos observados fueron
de mas de 10 veces en el caso de mDLP1, mientras que en los casos
de COQ2, COQ3, COQ7, COQ8 y COQI los niveles fueron de alre-
dedor de 4 veces sobre los observados en animales jévenes. No se
observaron cambios significativos en el caso de los genes COQ4,
COQ6 o COQ10. Si tenemos en cuenta la variaciéon entre animales
maduros y viejos, la diferencia fue mucho mas drastica, evidencian-
dose un descenso que afectaba a 7 de los 11 genes estudiados. Solo
mSPS1, COQ2, COQ6 y COQ10 no mostraron diferencias significati-
vas, aunque solo en el caso de COQ6 esta falta de variacién fue clara,
mientras que en los otros 3 genes pudimos comprobar que existia
una tendencia a la disminucién de expresion entre animales viejos
y maduros.
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Tabla 2
Variacién en la expresién de genes relacionados con la sintesis de Q en higado de
ratén

Tabla 3
Variacién en la expresién de genes relacionados con la sintesis de Q en rifién de
ratén

Gen Jovenes Maduros Viejos Gen Jovenes Maduros Viejos

mSPS1 1,00+0,31 1,71+0,33 1,01 +0,09 mSPS1 1,00+0,30 2,06 +0,17%¢ 0,95+0,13
mDLP1 1,00+0,38 13,82 +3,312¢ 0,39+0,21 mDLP1 1,00+0,55 4,85 +0,43%¢ 1,20+0,54
C0Q2 1,00+0,15 3,92+1,32 0,98 +0,24 C0Q2 1,00+0,07 1,87 £0,13¢ 1,20+0,18
CoQ3 1,00+0,10 3,35+0,57%¢ 0,31+0,11 C0Q3 1,00+0,23 1,79 +0,06%¢ 0,98+0,14
COQ4 1,00+ 0,15 1,06 +0,14¢ 0,44 +0,07 COQ4 1,00+0,23 1,99 +0,26%¢ 1,05+0,17
COQ5 1,00+0,11 1,95+0,36¢ 0,73 +0,01 COQ5 1,00+ 0,08 1,77 £ 0,06 1,22+0,12
COQ6 1,00+0,13 1,08+0,20 0,63+£0,02 COQ6 1,00+0,18 0,85+0,07 1,00£0,12
CcoQ7 1,00+0,10 3,38+0,31%¢ 0,80+0,15 COoQ7 1,00+ 0,09 1,74+0,43%¢ 1,00+0,32
COQ8 1,00+0,16 3,01 +0,46°¢ 0,80+0,09 COQ8 1,00+0,19 0,83 +0,30 1,03+0,26
COQ9 1,00+0,22 4,52 +0,90° 0,50+0,09 CO0Q9 1,00 £ 0,26 2,09 +0,55%¢ 1,08 +£0,23
coQ10 1,00+0,45 1,48 +0,49 0,28 +0,07 coQ10 1,00+0,39 3,26 +£0,30%¢ 0,94+0,23

a Diferencias significativas entre grupos maduro y joven.

b Diferencias significativas entre grupos joven y viejo.

¢ Diferencias significativas entre grupos maduro y viejo.
p<0,05.

El andlisis estadistico de la variacién de todos los genes impli-
cados en la sintesis de Q en conjunto demostré que los animales
maduros presentaron un incremento de 3,57 + 1,08 veces respecto
a los niveles observados en animales jovenes. Estos niveles baja-
ban significativamente en los animales viejos alcanzando tan solo
0,63 +0,08 veces los niveles de los jévenes. Es decir, alrededor de
un 40% de descenso de media (fig. 2).

Cuando realizamos el mismo andlisis en rifién encontramos 2
hechos diferentes respecto a lo observado en higado. El primero,
que no se encontraron diferencias en cuanto a los niveles de ARNm
de estos genes cuando se compararon los animales jévenes con los
viejos. Solamente en el caso de COQ5 hubo diferencias, pero con
un minimo de incremento en animales viejos respecto a jovenes.
El segundo hecho diferencial consistié en que, aunque el patréon de
expresiéon es muy similar al observado en higado cuando tuvimos en
cuenta los animales maduros, los niveles de expresion alcanzados
fueron algo menores en rifién. Con la excepcién de COQ6 y COQS8,
que no mostraron ninguna variacién con la edad de los animales, el
resto de genes mostraron un mayor nivel de ARNm en los animales
maduros que en el resto de animales (tabla 3). En rifidn, los niveles
de expresion a esta edad fueron de alrededor de 2-3 veces sobre
los obtenidos en jévenes, excepto en el caso de mDLP1, que alcanz6
5 veces mas niveles de ARNm.

Teniendo en cuenta todos los genes, los animales maduros
presentan un incremento significativo de alrededor del doble de
niveles que los animales jévenes o viejos (fig. 2A).
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2 Diferencias significativas entre grupos joven y maduro.

b Diferencias significativas entre grupos joven y viejo.

¢ Diferencias significativas entre grupos maduro y viejo.
p<0,05.

Los niveles de ARNm de 6rganos posmitéticos presentan una gran
estabilidad a lo largo del envejecimiento

Los tejidos mas afectados por el descenso en los niveles de Q son
el tejido nervioso y el muscular esquelético. Realizamos el mismo
andlisis sobre los niveles de ARNm para estos genes en ambos
tejidos utilizando muestras de cerebro completo y de mdsculo gas-
trocnemio de ratén. En el caso del misculo, apenas observamos
variacién en cuanto a la expresién de los genes en animales viejos
respecto a los jévenes. Solo los genes COQ9 y mSPS1 presentaron
un descenso significativo, mientras que en COQ4 solo encontramos
una tendencia a disminuir en animales viejos. Cuando tuvimos en
cuentaalos genes de los animales maduros, los niveles de expresion
apenas se vieron afectados y solo en el caso de COQ7 observamos
un incremento de alrededor de un 50% sobre los niveles de los ani-
males jovenes (tabla 4). Cuando comparamos la variacién de todos
los genes en su conjunto a lo largo de la vida de los animales no
encontramos diferencias significativas, aunque un leve descenso
en animales viejos parecia indicar una tendencia. Estos datos indi-
can que los niveles de ARNm de estos genes son muy estables en
misculo esquelético.

Por otro lado, el cerebro también present6 niveles de ARNm muy
similares entre jévenes y viejos sin que encontrdsemos ninguna
diferencia significativa. No obstante, cuando estudiamos los niveles
de ARNm respecto a los animales maduros, comprobamos que en
5 de los genes: mDLP1, COQ2, COQ5, COQ9 y COQ10 observamos
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Figura 2. Evolucién de la expresion de los genes codificantes para el complejo de sintesis de Q durante el envejecimiento en érganos mitéticos (A) o posmitéticos (B). Los
datos representan la media de los niveles de ARNm del conjunto de genes que codifican para los componentes del complejo de sintesis de Q respecto a los niveles de los
animales jévenes que son tomados como referencia. Los valores son mostrados como la media + SEM. La significatividad estadistica estd indicada en cada uno de los casos.
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Tabla 4
Variacioén en la expresién de genes relacionados con la sintesis de Q en mdsculo de
ratén

Gen Jovenes Maduros Viejos

mSPS1 1,00+ 0,08 0,92+0,04 0,74+0,10
mDLP1 1,00+0,07 1,00+ 0,07 1,08 +0,19
C0Q2 1,00+0,10 1,26 + 0,06 1,34+0,12
CoQ3 1,00+ 0,09 0,88 +0,07 0,89+0,15
COQ4 1,00+ 0,05 1,16 +0,13 0,74+0,07
COQ5 1,00+ 0,06 0,87 +0,04 0,86 +0,08
COQ6 1,00+0,17 0,93+0,10 0,83+£0,21
CcoQ7 1,00+0,19 1,53+0,07° 1,08 +£0,05
COQ8 1,00+0,14 0,98 +0,17 0,72+0,13
COQ9 1,00 +0,09¢ 0,99 +0,98° 0,51 +0,05
CcoQ10 1,00+ 0,06 1,06 +0,06 1,21+0,05

a Diferencias significativas entre grupos joven y viejo.
b Diferencias significativas entre grupos maduro y viejo.
p<0,05.

Tabla 5
Variacién en la expresion de genes relacionados con la sintesis de Q en cerebro de
ratén

Gen Jovenes Maduros Viejos

mSPS1 1,00+£0,10 0,71+0,07 0,80+0,08
mDLP1 1,00+0,16 1,83+0,112P 0,63+0,13
C0Q2 1,00+£0,13 1,46+£0,17%> 0,80+0,10
C0oQ3 1,00+0,18 1,12+0,12 0,60+ 0,08
COQ4 1,00+£0,15 0,99+0,03 0,81+0,04
COQ5 1,00+0,18 1,35+0,07° 0,80+ 0,09
COQ6 1,00+£0,13 0,85+0,05 0,88 +0,06
CoQ7 1,00 +£0,22 0,63+0,21 1,03 +£0,25
COQ8 1,00+0,10 1,31+0,15 0,92+0,05
CO0Q9 1,00+0,08 1,59+0,122> 0,98+0,10
coQ10 1,00+0,13 1,39+0,15%P 0,67 +£0,10

2 Diferencias significativas entre grupos joven y maduro.
b Diferencias significativas entre grupos maduro y viejo.
p<0,05.

un incremento respecto a los animales jévenes, pero sin alcanzar
valores por encima del 75% de incremento (tabla 5).

A nivel general, no encontramos un incremento significativo de
todos estos genes en animales maduros respecto a los jovenes. No
obstante, si que encontramos un descenso en los animales viejos
de alrededor del 20% respecto a los jévenes, siendo este descenso
significativo en el caso del cerebro respecto a los animales maduros
(fig. 2B).

Posible existencia de una correlaciéon en la variacion de los genes
implicados en la sintesis de Q

Un andlisis general de la expresién de los genes implicados en
la sintesis de Q aporta una visién general de qué genes podrian
presentar una variacién coordinada en su expresién. Aunque algo
preliminar, el analisis de los datos obtenidos indica que algunos
genes como COQ2, COQ3 y COQ5 podrian presentar una expresiéon
coordinada, ya que la correlacién entre sus respectivas variaciones
en cerebro, higado y rifién, donde encontramos ciertas variaciones,
es bastante alta. Sin embargo, otros genes, como COQ8, parecen
no presentar ninguna correlacién con otro gen en ninguno de los
tejidos estudiados. Al parecer existe una aparente especificidad de
ciertos genes en algunos tejidos, como por ejemplo COQ4, que no
presenta modificaciones en ningin tejido excepto en rifién, mien-
tras que COQ7 presenta modificaciones en su expresion en todos
los tejidos excepto en musculo. Estos resultados nos sugieren que
se debe realizar un mayor estudio de estos genes tejido a tejido
para determinar si existe una coordinacién general en la expre-
sién de estos genes o si, por el contrario, hay una especificidad
dependiente de tejido para algunos de ellos, lo que seria intere-
sante para explicar las variaciones en el fenotipo encontrado en

diferentes enfermedades raras asociadas a deficiencia en la sintesis
de Q.

En general, estos resultados indican que existe un efecto depen-
diente de la edad sobre la expresion de los genes implicados en la
sintesis de Q, pero sin que se afecten todos los genes por igual y,
ademas, con una dependencia del érgano estudiado.

Discusion

Nuestros resultados indican que, por lo general, los niveles de
ARNm de los diferentes componentes que intervienen en la sintesis
de Q presentan una gran variacién que depende del 6rgano o tejido
ydelaedad del organismo. Aquellos 6rganos con capacidad regene-
rativa como el higado o el rifién mostraron grandes variaciones en
los niveles de ARNm a lo largo de la vida del animal. Por lo general,
podriamos decir que hay un gran descenso en los niveles de ARNm
de estos genes cuando se comparan los niveles de animales viejos
respecto a maduros, pero sin encontrar grandes diferencias entre
animales viejos y jévenes.

Nuestros resultados parecen estar en consonancia con recientes
estudios que demuestran que el perfil transcriptémico en personas
centenarias es similar al de personas jovenes, mientras que sep-
tuagenarios u octogenarios muestran un perfil mas diferente con
los otros 2 grupos de edad!>'6. Queda por aclarar si esta diferen-
cia se debe a que los organismos mas longevos presentan un perfil
de expresién génica mas parecido al de organismos mas jovenes
o si se debe a una respuesta bioldgica que tiende a modificar la
expresion génica para mantener los sistemas de supervivencia mas
adecuados. Estas respuestas pueden estar reguladas por mecanis-
mos epigenéticos que afectan a la disponibilidad de los genes para
su expresion!”.

Otro aspecto a tener en cuenta es si esta diferente expresiéon
esta relacionada con los niveles de Q en estos tejidos. Pocos estu-
dios han abordado c6mo los niveles de Q evolucionan a lo largo de
la edad de los animales. El mds interesante es el estudio de Beyer
et al. en 1985'%, que demostré que los niveles de Q en diferentes
6rganos aumentan en las ratas maduras para luego sufrir un des-
censo considerable en animales viejos. Este grupo utiliz6 animales
de diferentes edades y comprobé que los niveles de Q mostraban
descensos importantes en corazén, muasculo esquelético y rifién
respecto a los animales maduros, alcanzando niveles similares a los
obtenidos en los jévenes. Interesantemente, el cerebro mostré nive-
les muy estables a lo largo de la vida de los animales. Otros estudios
han corroborado en parte esta evolucién, como el que demostré
que se producia un incremento de Q en la mitocondria de mdsculo
esquelético en ratones maduros y un posterior descenso en rato-
nes viejos'2. Estos estudios indican que puede existir una relacién
entre los niveles de expresién de los genes que codifican para el sis-
tema de sintesis de Q y los niveles de este coenzima en los tejidos
y, especialmente, en la mitocondria. No obstante, existe una apa-
rente discrepancia entre la casi nula modificacién de la expresién
de los genes implicados en la sintesis de Q en misculo esquelético
y la disminucién asociada a la edad indicada por otros autores'%18,
Podemos especular sobre el hecho de que un deterioro debido a la
edad en la dindmica mitocondrial y en la renovacién de las mito-
condrias podria estar asociado con el descenso en los niveles de Q
mientras que no existe respuesta en la expresion de los genes impli-
cados en su sintesis, por lo que la desviacién del equilibrio llevaria
a una pérdida neta de Q en el tejido.

La expresion de estos genes puede ser modulada por factores
que influyen en la longevidad. Asi, la restricciéon calérica induce
o reprime la expresiéon de estos genes en un efecto dependiente
del 6rgano estudiado. Incluso en tejidos cercanos, como el mus-
culo cardiaco y el misculo esquelético, el efecto depende del tipo
de tejido, produciendo efectos contrarios en algunos de los genes



312 C. Campos-Silva et al. / Rev Esp Geriatr Gerontol. 2017;52(6):307-312

estudiados'?. En estos estudios, realizados en animales jovenes, el
cerebro presenté la menor capacidad de modificacién en la expre-
sién de sus genes, en consonancia con los resultados obtenidos en
el presente trabajo.

Nuestros resultados indican que, por lo general, se produce un
descenso muy significativo de expresion entre la poblacién madura
y la vieja, afectando especialmente a 6rganos como el higado o el
rifién. Este tipo de respuesta podria estar condicionada por la capa-
cidad de regeneracion de la mitocondria en estos 6rganos, ya que se
ha sugerido que la capacidad de renovacién de este organulo des-
ciende durante el envejecimiento?’. De hecho, recientemente se
ha asociado la actividad de las proteinas de fusién mitocondrial, en
concreto mitofusina 2, con el mantenimiento de los niveles de Q2!.
El acoplamiento de la capacidad de renovacién de la mitocondria
con la expresion de estos genes explicaria este tipo de renovacién.
Otros factores a tener en cuenta tendrian que ver con la regulacién
de la vida media del ARN tal y como ha sido sugerida en estudios
anteriores?? o con la vida media de las proteinas que forman el
complejo de sintesis del Q.

Nuestro estudio presenta la limitacién de haber sido realizado
en una poblacién de animales macho, por lo que no podemos des-
cartar un posible efecto dependiendo del género y, en especial,
dependiente de las modificaciones hormonales asociadas a la edad,
mucho mas importantes en hembras que en machos. Teniendo en
cuenta la influencia de estas hormonas en la dindmica y el metabo-
lismo mitocondrial?3, y el efecto de esta dindmica sobre los niveles
de Q?!, posibles efectos dependientes del género sobre la expre-
sién de estos genes no pueden descartarse y, de hecho, suponen un
interesante aspecto a tener en cuenta en futuras investigaciones.
Ademas, estas variaciones en los niveles de ARNm pueden mos-
trar un reflejo en los niveles de proteina de los componentes del
complejo de sintesis de Q. No obstante, algunos estudios han mos-
trado que, en ocasiones, esta relacién no es tan clara. La carencia de
anticuerpos y herramientas adecuadas para estas determinaciones
estan retrasando este analisis, aunque consideramos importante
hacer un estudio de niveles de proteina en el futuro.

Dadalaimportancia del Q como antioxidante® y molécula impli-
cada en la bioenergética celular y su posible importancia en la
disminucién de la capacidad antioxidante y regulacién energé-
tica durante el envejecimiento?, se hace necesario un estudio mas
completo de la regulacién y funcién de estos complejos a edades
avanzadas. Teniendo en cuenta que la ruta de sintesis de Q depende
de la ruta de sintesis del mevalonato24, al igual que el colesterol,
y el masivo y crénico uso de estatinas, conocidos firmacos antico-
lesterol en la poblacién mayor, el efecto de estas sustancias sobre
los niveles de Q%>26 y posibles efectos secundarios asociados como
mialgias?®27 harfan necesario el uso de suplementacién con Q a
edades avanzadas para evitarlos, tal y como ha sido sugerido en
recientes estudios?6-28,
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