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El viaje no acaba nunca. Solo los viajeros acaban. E incluso estos pueden prolongarse en 

memoria, en recuerdo, en relatos. El fin de un viaje es sólo el inicio de otro. Hay que ver lo que 

no se ha visto, ver otra vez lo que ya se vio, ver en primavera lo que se había visto en verano, 

ver de día lo que se vio de noche, con el sol lo que antes se vio bajo la lluvia, ver la siembra 

verdeante, el fruto maduro, la piedra que ha cambiado de lugar, la sombra que aquí no estaba. 

Hay que volver a los pasos ya dados, para repetirlos y para trazar caminos nuevos a su lado. Hay 

que comenzar de nuevo el viaje. Siempre. El viajero vuelve al camino. 

- ‘Viaje a Portugal’, José Saramago - 
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ABSTRACT 

 

Diagnosis and research of mitochondrial diseases (MD) remains challenging and there is a need 

for more sensitive and specific biomarkers that could contribute to easier categorization of these 

patients and prediction of clinical outcomes. Most routine biomarkers (e.g., lactate, pyruvate, 

alanine, urinary organic acids, or acylcarnitines) show poor sensitivity and specificity. Recently, 

it has been reported that cytokines GDF-15 and FGF-21 and plasma gelsolin can improve 

diagnostic specificity of MD, although altered levels have also been associated with a range of 

non-MDs. With the advances in next-generation sequencing (NGS) and the discovery of a 

variety of new disease-specific genes, the ability to diagnose MD has improved enormously. 

However, many patients with suspected MD remain without a genetic diagnosis, presenting a 

challenge for clinicians to counsel and manage them. Biomarkers for clinical outcome research 

are lacking as well. 

From the need for better biomarkers arises the main objective of this thesis: to progress the 

development of biomarkers for the study of patients with MD. The four publications in this 

work contribute to the advancement of the field of MD biomarkers and coenzyme Q10 (CoQ) 

deficiencies, by: 1) describing a new biomarker in cerebrospinal fluid for MD diagnosis and 

research; 2) demonstrating that the quantification of plasma CoQ concentrations are the best 

surrogate biomarker for monitoring oral CoQ treatment; 3) reporting the importance of the 

analysis of various biomarkers in the diagnosis of CoQ deficiencies; and 4) developing and 

validating a new method that allows the detection of CoQ deficiencies and the monitoring of 

oral CoQ treatment. 
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1. Mitocondrias y enfermedades mitocondriales 

Las mitocondrias son orgánulos celulares que se encuentran en todas las células nucleadas, y 

que desempeñan un papel crucial que consiste en la generación de energía en forma de ATP 

(adenosina trifosfato) a través de la fosforilación oxidativa (OXPHOS), empleando 

predominantemente carbohidratos y ácidos grasos como combustibles. También desempeñan 

funciones biológicas fundamentales en otros procesos celulares, tales como la termogénesis, 

biosíntesis del grupo hemo, homeostasis del calcio y apoptosis. El sistema OXPHOS se localiza 

en la membrana interna mitocondrial, y está compuesto por cinco complejos proteicos 

multiméricos: los primeros cuatro complejos (I a IV) forman la cadena respiratoria mitocondrial 

(MRC), y el complejo V es una ATP sintasa (Figura 1) [Ng, 2016]. La OXPHOS es un proceso 

complejo que implica la transferencia de electrones a lo largo de la MRC mediante una serie de 

reacciones de oxidación y reducción que finalmente conllevan al consumo de oxígeno en el 

complejo IV. En todo este proceso es esencial la participación de dos transportadores de 

electrones, la coenzima Q10 (CoQ) y el citocromo c, que se desplazan entre los complejos. Una 

consecuencia de este transporte de electrones es la extrusión de protones al espacio 

intermembrana en los complejos I, III y IV. El gradiente de protones así generado se disipa 

entonces a través del complejo V, y como resultado se produce la condensación de adenosina 

difosfato con fosfato inorgánico para formar ATP, una molécula con un alto contenido 

energético en el tercer enlace fosfato [Kisler, 2010]. 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de la cadena respiratoria mitocondrial y del sistema de 

fosforilación oxidativa. Adaptada de [Gorman, 2016]. 
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Las mitocondrias son únicas en el sentido en que tienen su propio ‘pool’ de ADN, el ADN 

mitocondrial (mtDNA), que es distinto del ADN nuclear (nDNA). El mtDNA es de herencia 

materna y tiene un origen evolutivo diferente del nDNA, que se remonta a los tiempos en los 

que las mitocondrias eran organismos independientes antes de formar una relación de simbiosis 

con las células eucariotas [Davis, 2012]. Se trata de una molécula de ADN de doble cadena, que 

codifica para trece subunidades proteicas que forman parte del sistema OXPHOS y veinticuatro 

moléculas de ARN que son necesarias para la síntesis mitocondrial de proteínas. A diferencia 

del nDNA, el mtDNA es circular y carece de una estructura tipo exón-intrón. Además, el 

genoma mitocondrial es poliploide, con múltiples copias de mtDNA dentro de cada célula, y la 

cantidad total puede variar en función del tipo de célula. Todo esto conlleva a que en la 

presentación de las enfermedades mitocondriales (EM) se observe una compleja transmisión de 

las mutaciones (dado que cualquier tipo de herencia es posible) y una gran variabilidad 

genotipo-fenotipo. De hecho, muchos pacientes con EM tienen una mezcla de moléculas de 

mtDNA mutadas y silvestres, situación que se conoce como heteroplasmia. La heteroplasmia 

explica porqué la enfermedad no se presenta en todos aquellos pacientes con mutaciones en el 

mtDNA, ya que para algunas de ellas se requiere superar un determinado valor umbral de 

moléculas de mtDNA mutadas antes de que las consecuencias clínicas sean aparentes. Este 

valor umbral puede variar entre individuos, tejidos y mutaciones específicas del mtDNA 

[Kisler, 2010; Gorman, 2016]. 

Las EM representan un grupo de enfermedades clínica, bioquímica y genéticamente 

heterogéneo que alteran la estructura o funciones mitocondriales y que conducen, entre otros 

factores fisiopatológicos, a un descenso de la biosíntesis de ATP mediante el sistema OXPHOS. 

Como aproximadamente el 90% del ATP se sintetiza en las mitocondrias, aquellas células con 

gran demanda energética (tales como las del músculo esquelético y cardíaco, y las neuronas) 

son particularmente vulnerables a este aporte limitado de ATP y se ven frecuentemente 

afectadas en los diversos fenotipos que presentan los pacientes con EM [Kisler, 2010; Davis, 

2012]. Las EM pueden estar causadas por mutaciones tanto en genes mitocondriales como 

nucleares que interfieren directa o indirectamente en la función de la MRC. Hasta la fecha, los 

análisis proteómicos mitocondriales han revelado que, además de las trece proteínas codificadas 

por el genoma mitocondrial, hay aproximadamente unas 1.500 proteínas relacionadas con 

diversas funciones mitocondriales, y más de 450 genes están implicados en el desarrollo de 

patología en humanos [Ng, 2016; Stenton, 2020]. Por un lado, las variantes patogénicas en el 

mtDNA pueden afectar a las subunidades estructurales de la MRC o a la maquinaria de síntesis 

mitocondrial de proteínas; en este sentido, se han reportado cientos de mutaciones puntuales y 

de reordenamientos a gran escala del mtDNA como causantes de enfermedad [Gorman, 2016]. 

Por otro, las variantes en el nDNA pueden ser estructurales y afectar a los complejos de la 
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MRC, o no estructurales y afectar a la replicación y reparación del mtDNA, al metabolismo y a 

la integridad mitocondrial [Kisler, 2010]. 

Las manifestaciones clínicas de las EM son muy heterogéneas, y su presentación suele depender 

de si el descenso en la producción de ATP es generalizado o específico de un órgano o tejido, 

junto con la contribución de los otros aspectos fisiopatológicos mencionados. No obstante, es 

muy complicado hacer una predicción sobre qué órganos pueden verse afectados y en qué 

medida. Así, algunas de estas enfermedades afectan a un único órgano (por ejemplo, el ojo en la 

neuropatía óptica hereditaria de Leber o LHON), pero muchas otras implican a diversos órganos 

y sistemas. En principio, cualquier órgano puede verse afectado pero, como ya se ha dicho, 

aquéllos con mayor demanda energética son los que más frecuentemente se ven afectados, tales 

como cerebro, músculo, corazón e hígado. Además, las EM pueden manifestarse a cualquier 

edad desde el nacimiento hasta la edad adulta, ya sea de forma aguda o como una enfermedad 

crónica progresiva [Magner, 2015]. El debut de la enfermedad en la edad pediátrica se asocia a 

una afectación multisistémica más severa, peor progresión y peor pronóstico [Ng, 2016]. 

Durante las últimas décadas se han descrito diversos síndromes bien definidos (Tabla 1). Sin 

embargo, es frecuente encontrar una variabilidad clínica considerable y muchos pacientes no 

encajan en una categoría particular [Magner, 2015]. Además, muchos síntomas asociados a las 

EM (tales como sordera, diabetes, miopatía o síntomas gastrointestinales) son también comunes 

en la población general [Ng, 2016]. 

 

 

Síndromes clínicos de inicio neonatal y en la infancia 

• Síndrome de Alpers-Huttenlocher 

• Espectro de neuropatía atáxica 

• Espectro de miocerebrohepatopatía infantil 

• Acidosis láctica congénita 

• Síndrome de Leigh 

• Síndrome MEGDEL (aciduria 3-metilglutacónica con sordera, encefalopatía y síndrome de 

Leigh-like) 

• Ataxia sensorial con miopatía epiléptica mioclónica 

• Síndrome de Pearson 

• Síndrome de Sengers 
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Síndromes clínicos asociados con la adolescencia y la edad adulta 

• Oftalmoplejía externa progresiva crónica (CPEO) 

• Síndrome de Kearns-Sayre (KSS) 

• Neuropatía óptica hereditaria de Leber (LHON) 

• Síndrome MELAS (encefalomiopatía mitocondrial, acidosis láctica y episodios similares al 

ictus) 

• Síndrome MNGIE (encefalopatía neurogastrointestinal mitocondrial) 

• Epilepsia mioclónica con fibras rojas-rasgadas (MERRF) 

• Debilidad muscular neurogénica, ataxia y retinitis pigmentosa (NARP) 

Tabla 1. Síndromes clínicos principales asociados a las enfermedades mitocondriales. 

Adaptada de [Gorman, 2016]. 

 

En general, muchas EM no tienen características patognomónicas que apunten hacia un 

diagnóstico genético particular [Ng, 2016]. El diagnóstico también se complica porque 

frecuentemente no hay una buena relación entre el genotipo y el fenotipo clínico observado. Por 

ejemplo, algunas variantes del mtDNA pueden dan lugar a diversos síndromes clínicos; así, la 

variante m.3243A>G (en el gen MT-TL1) puede causar oftalmoplejía externa progresiva crónica 

(CPEO), síndrome de MELAS (encefalomiopatía mitocondrial, acidosis láctica y episodios 

similares al ictus) y síndrome MIDD (diabetes y sordera de herencia materna). Lo contrario 

también ocurre porque algunos síndromes específicos pueden tener una etiología genética 

diferente; por ejemplo, el síndrome de Leigh puede estar causado por una diversidad de 

variantes en genes tanto del mtDNA como del nDNA [Nesbitt, 2013; Gorman, 2016; Lake, 

2016]. 

Debido a todas estas razones que acabamos de mencionar, es fácil entender que el diagnóstico 

de las EM puede llegar a suponer todo un desafío para los profesionales sanitarios implicados. 

Por ello, es necesario tener en cuenta tanto la historia personal como familiar, el curso de la 

enfermedad, un examen clínico exhaustivo, los exámenes complementarios (especialmente 

cardiológicos, visuales, pruebas de imagen cerebrales y electromiografía), así como los 

resultados de los análisis de laboratorio en diversas muestras biológicas. Todos estos datos 

pueden ayudar a dirigir los estudios genéticos hacia un gen concreto, aunque es cierto que 

frecuentemente esto no es posible y suelen usarse otras aproximaciones mediante técnicas de 

secuenciación de nueva generación (NGS) [Magner, 2015; Stenton, 2020]. Actualmente, los 

estudios genéticos permiten que se pueda prescindir de la necesidad de tener que utilizar 
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biopsias de tejido para el diagnóstico en la mayoría de casos, al menos en una primera fase del 

estudio, aunque es cierto que en ocasiones sí son necesarias para la caracterización bioquímica y 

funcional de las posibles variantes de significado incierto (VUS) que puedan encontrarse 

[Gorman, 2016; Phadke, 2017; Stenton, 2020].  

Por último, además del reto diagnóstico, los profesionales también encuentran dificultades en el 

manejo de los pacientes con EM debido a la falta de terapias efectivas que modifiquen el curso 

de la enfermedad. Debido a que se trata de enfermedades clínica y genéticamente heterogéneas, 

no existe una única aproximación terapéutica que pueda utilizarse frente a los distintos 

mecanismos bioquímicos responsables de la enfermedad. Se ha reportado el uso de diversos 

tratamientos, la mayoría basados en suplementos tales como CoQ, carnitina, creatina, 

dicloroacetato y ‘cócteles’ de vitaminas [Hirano, 2012; Ng, 2016]. El fundamento fisiológico de 

la suplementación con vitaminas consiste en eliminar los metabolitos tóxicos o promover la 

producción de ATP mediante el uso de mediadores de la CRM con tal de sortear el defecto 

metabólico [Kisler, 2010]. A pesar de que estos tratamientos se han venido utilizando desde 

hace años, la evidencia científica disponible sigue siendo escasa y sugiere que tendrían efectos 

beneficiosos más bien modestos, al menos cuando se aplican de forma generalizada [Camp, 

2016; Gorman, 2016]. Hay ciertas EM que sí pueden responder razonablemente bien a terapias 

dirigidas, como es el caso de la deficiencia de timidina quinasa (TK2), los defectos de tiamina o 

las deficiencias primarias de CoQ, entre otras [Couce, 2022]. 
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2. Deficiencias de coenzima Q10 (CoQ): un grupo de enfermedades 

mitocondriales potencialmente tratables 

2.1. Estructura y funciones de la CoQ 

La CoQ es el único lípido con propiedades redox que se sintetiza endógenamente y que se 

encuentra en todas las células eucariotas, siendo especialmente abundante en las mitocondrias 

[Alcázar-Fabra, 2018]. Fue aislada y caracterizada por Festenstein y colaboradores en 1955, y 

dos años más tarde Crane y su equipo reportaron que esta molécula actúa como miembro de la 

MRC. Wolf y colaboradores determinaron su estructura en 1958, la cual es compleja y está 

compuesta por un anillo de benzoquinona con actividad redox y una cola poliisoprenoide de 

diferentes longitudes: diez unidades de isopreno en humanos (CoQ10), nueve en ratones (CoQ9) 

y seis en levaduras (CoQ6) (Figura 2) [Turunen, 2004; Trevisson, 2011]. 

 

 

Figura 2. Estructura química de la coenzima Q10 (CoQ). Adaptada de [Alcázar-Fabra, 2018]. 

 

La CoQ experimenta constantemente ciclos de oxidación-reducción, y puede encontrarse en la 

forma completamente reducida (ubiquinol) después de recibir dos electrones, o en una forma 

completamente oxidada (ubiquinona) (Figura 3). Cuando este ciclo redox ocurre mediante una 

transferencia en dos pasos de un electrón cada uno, se produce un producto intermedio 

semiquinona (semi-ubiquinona) [Alcázar-Fabra, 2018]. 
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Figura 3. Ciclo redox de la CoQ. Adaptada de [Alcázar-Fabra, 2018]. 

 

Esta habilidad para experimentar ciclos redox de forma continua hace de la CoQ un excelente 

transportador de electrones en muchas vías celulares que son cruciales para el organismo 

[Acosta, 2016]. En este sentido, la CoQ constituye un elemento esencial de la MRC, 

transportando electrones desde los complejos I y II al complejo III en la membrana mitocondrial 

interna (Figura 1) [Laredj, 2014].  

La CoQ es también un potente antioxidante de membrana que protege a lípidos, proteínas y 

ácidos nucleicos del daño oxidativo. La alta eficiencia de esta molécula frente al estrés 

oxidativo parece estar relacionada con su distribución ubicua, su localización en el ‘core’ de las 

membranas y la disponibilidad de diversas deshidrogenasas capaces de regenerarla [Bentinger, 

2007; Alcázar-Fabra, 2018]. 

Además de su papel fundamental en la MRC y su función como antioxidante, la CoQ también 

está implicada en diversos aspectos del metabolismo celular [Turunen, 2004; Trevisson, 2011; 

Desbats, 2015]: 

• Participación en el transporte de electrones extra-mitocondrial 

• Regulación de los poros de transición de permeabilidad mitocondrial 

• Activación de las proteínas desacopladoras mitocondriales 

• Cofactor de diversas deshidrogenasas mitocondriales, incluyendo un enzima implicado en la 

biosíntesis de nucleótidos de pirimidinas 

• Regulación de las propiedades fisicoquímicas de las membranas 

• Modulación de la cantidad de β2-integrinas en la superficie de los monocitos 
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• Mejora de la disfunción endotelial 

 

2.2. Biosíntesis de la CoQ 

Todas las células de los mamíferos tienen la capacidad de sintetizar CoQ. Su disponibilidad 

también viene dada por la dieta, que influye en las concentraciones plasmáticas hasta en un 25% 

del total, aunque la distribución de la CoQ plasmática a través de las células y tejidos parece 

limitada [Miles, 2007; Yubero, 2018]. 

La CoQ se sintetiza mediante un conjunto de proteínas codificadas por el nDNA a través de una 

ruta que todavía no se comprende bien del todo. La mayoría de los estudios sobre la biosíntesis 

de la CoQ se han realizado en levaduras, y en este organismo se han identificado al menos trece 

genes responsables. La información de la que disponemos acerca de la ruta biosintética de la 

CoQ en humanos es escasa, pero se han identificado los ortólogos de casi todos esos genes 

[Alcázar-Fabra, 2018; Awad, 2018]. En levaduras, las proteínas Coq se ensamblan en un 

complejo de múltiples subunidades que requiere de la presencia de todos los componentes para 

su estabilidad. Este complejo parece estar también presente en mamíferos, aunque la 

composición y organización exactas no están completamente claras todavía [Desbats, 2015]. 

En cualquier caso, en mamíferos, el precursor del anillo de benzoquinona es el 4-

hidroxibenzoato (4-HB), que deriva del aminoácido tirosina a través de una serie de reacciones 

no del todo conocidas (Figura 4). La cola poliisoprenoide se sintetiza a través de la ruta del 

mevalonato (que es también común a la biosíntesis del colesterol y dolicol), y comprende una 

serie de reacciones que partiendo del acetil-coenzima A (acetil-CoA) produce farnesil-

pirofosfato (FPP) [Acosta, 2016]. Este último, tras convertirse en decaprenil-pirofosfato 

(decaprenil-PP), se condensa con el 4-HB a decaprenil-4-hidroxibenzoato (decaprenil-4-HB), el 

cual se convierte en CoQ tras una serie de reacciones adicionales. Mientras que la mayoría de 

las primeras etapas tiene lugar en el citosol, aquéllas que son específicas de la biosíntesis de la 

CoQ (empezando con la generación de la cadena lateral a partir del FPP) tienen lugar en la 

mitocondria [Laredj, 2014]. 
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Figura 4. La ruta del mevalonato produce las unidades precursoras isoprenoides necesarias para 

la biosíntesis de diversas moléculas importantes, incluyendo CoQ, colesterol y dolicol. 

Adaptada de [Laredj, 2014]. 

 

Aunque se han ido descubriendo muchos aspectos de la biosíntesis de la CoQ, poco se conoce 

sobre la regulación de este proceso, que podría tener lugar a nivel transcripcional, post-

transcripcional y post-traduccional, o incluso durante el ensamblaje del supuesto complejo 

multi-subunidades [Alcázar-Fabra, 2018]. De la misma manera, se desconocen muchos aspectos 

sobre la vía de degradación de la CoQ. Su vida media en tejidos es considerablemente larga (del 

orden de varios días), y sus catabolitos pueden encontrarse en orina y heces. Éstos consisten en 

el anillo y una cadena lateral corta, que están fosforilados, pero se desconocen muchos de los 

enzimas que catalizan estos procesos [Trevisson, 2011]. 

 

2.3. Deficiencias primarias y secundarias de CoQ 

Las deficiencias de CoQ son EM con diferentes presentaciones clínicas que pueden definirse 

por la presencia de una disminución de las concentraciones de CoQ en sangre y tejidos. Se trata 

de un hallazgo bioquímico que no se observa en individuos sanos. La síntesis endógena de CoQ 

suele ser suficiente para mantener las concentraciones dentro de los intervalos de referencia, por 

lo que las deficiencias dietéticas de CoQ no suelen producir deficiencia en tejidos, sólo en 

plasma [Montero, 2019]. Dado que la CoQ desempeña funciones que son esenciales para el 
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organismo, un déficit de esta molécula en tejidos conduce a una serie de EM con un espectro 

clínico heterogéneo que engloba al menos cinco grandes fenotipos: 1) encefalomiopatía 

caracterizada por mioglobinuria recurrente, 2) enfermedad multisistémica infantil severa con 

encefalopatía, 3) síndrome atáxico con atrofia cerebelosa, 4) miopatía aislada, y 5) síndrome 

nefrótico resistente a esteroides (SRNS) [Emmanuele, 2012; Potgieter, 2013; Laredj, 2014]. 

Aunque los primeros pacientes que presentaban muy bajas concentraciones de CoQ en músculo 

fueron descritos en 1989 por Ogasahara y colaboradores, las causas genéticas de estos hallazgos 

no se conocieron hasta 2006, cuando se describieron por primera vez las causas moleculares de 

la deficiencia de CoQ [Ogasahara, 1989; López, 2006; Quinzii, 2006]. La identificación de los 

defectos moleculares permitió proponer una clasificación genética, que distingue entre: 1) 

deficiencias primarias, que son aquéllas causadas por mutaciones en genes relacionados con la 

biosíntesis de la CoQ, y 2) formas secundarias, que son aquéllas debidas a mutaciones en genes 

no relacionados con la ruta biosintética de la CoQ o a causas no genéticas [Trevisson, 2011; 

Yubero, 2016]. La existencia de las formas secundarias, que son mucho más frecuentes que los 

defectos primarios, es importante porque pone de manifiesto la facilidad con la que puede verse 

perturbada la biosíntesis de la CoQ [Acosta, 2016]. Hay que señalar que un porcentaje 

considerable de pacientes con diagnóstico bioquímico de deficiencia de CoQ carece de 

diagnóstico molecular definitivo y que, por tanto, no es posible clasificarlos en formas primarias 

o secundarias [Desbats, 2015]. 

 

2.3.1. Deficiencias primarias de CoQ 

Las deficiencias primarias de CoQ son enfermedades muy raras generalmente asociadas a 

manifestaciones multisistémicas muy variables, y genéticamente son de herencia autosómica 

recesiva. Se estima que afectan a 1 de cada 50.000 individuos, teniendo en cuenta la frecuencia 

de las distintas variantes patogénicas identificadas en determinadas poblaciones [Hughes, 2017; 

Alcázar-Fabra, 2018].  

Hasta la fecha, se han reportado variantes patogénicas asociadas a deficiencias de CoQ en 

humanos en nueve genes que codifican para proteínas de la biosíntesis del CoQ (COQ2, COQ4, 

COQ6, COQ7, COQ8A, COQ8B, COQ9, PDSS1 y PDSS2); la asociación de otros cuatro genes 

(ADCK2, COQ5, COQ10A y COQ10B) con las deficiencias de CoQ todavía está pendiente de 

confirmación. Dichas variantes afectan a múltiples órganos y sistemas de una manera muy 

variable, incluyendo el sistema nervioso central (SNC), sistema nervioso periférico, riñón, 

músculo esquelético, corazón y órganos sensoriales (Tabla 2). Mientras que muchos signos y 

síntomas reportados en pacientes con deficiencia de CoQ son comunes a otras EM, algunas 

características son típicas de algunas formas de deficiencia de CoQ, como el SRNS [Acosta, 
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2016; Salviati, 2017; Alcázar-Fabra, 2018]. Entre las manifestaciones clínicas de las 

deficiencias primarias de CoQ, las más frecuentes son la encefalomiopatía, la nefropatía y la 

ataxia cerebelosa. Estas presentaciones son indicativas de que el músculo esquelético, riñón y 

cerebelo tienen una susceptibilidad relativamente mayor que otros órganos al daño bajo 

condiciones de deficiencia de CoQ, probablemente debido a un margen de seguridad 

relativamente estrecho respecto al contenido de CoQ [Hirano, 2012; Rahman, 2012; Wang, 

2013]. 

La variabilidad clínica de las deficiencias primarias de CoQ afecta a la edad de presentación 

(desde el nacimiento hasta la séptima década de la vida), la severidad de la enfermedad (desde 

una presentación multisistémica fatal hasta manifestaciones leves y específicas de tejido), el 

patrón de afectación de los tejidos (incluso para pacientes con mutaciones en el mismo gen), y 

la respuesta clínica a la suplementación con CoQ [Desbats, 2015]. Esta heterogeneidad clínica 

queda bien ilustrada con aquellos pacientes con las mismas mutaciones en el gen COQ2 pero 

que fenotípicamente parecen distintos. Por ejemplo, el primer paciente reportado con una 

mutación con cambio de sentido en homocigosis en COQ2 presentó nistagmus a los dos meses 

de vida y desarrolló un SRNS severo, encefalomiopatía progresiva, hipotonía, convulsiones y 

otros síntomas a los 12-18 meses, mientras que su hermana pequeña presentó un síndrome 

nefrótico a los 12 meses de vida sin otro signo clínico de afectación neurológica [Quinzii, 2006; 

Wang, 2013]. 

Esta considerable heterogeneidad en la expresión clínica de las deficiencias primarias de CoQ 

podría ser un reflejo de las diferencias en las actividades residuales de las proteínas mutadas y, 

por tanto, de distintos grados de deficiencia de CoQ. También existe la posibilidad que las 

proteínas COQ tengan otras funciones más allá de la biosíntesis del CoQ. Además, es razonable 

pensar que algunos productos intermedios de la biosíntesis del CoQ y las proteínas defectuosas 

puedan tener alguna actividad biológica, que podría contribuir a la variabilidad de las 

manifestaciones clínicas de los diferentes defectos moleculares [Wang, 2013]. 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

 

Gen 

Manifestaciones clínicas 

Renales Cardíacas Visuales Auditivas Neurológicas Musculares 

COQ2 SRNS HCM Retinopatía SNHL Encefalopatía, convulsiones, otras  Miopatía 

COQ4  
Insuficiencia 

cardíaca, HCM 
  Encefalopatía, convulsiones, otras Miopatía 

COQ6 SRNS   SNHL Encefalopatía, convulsiones  

COQ7     Encefalopatía, ID, neuropatía periférica Debilidad muscular 

COQ8A     
Encefalopatía, ataxia cerebelosa, distonía, 

espasticidad, convulsiones 
Intolerancia al ejercicio 

COQ8B SRNS    ID  

COQ9 Tubulopatía HCM   Encefalopatía Miopatía 

PDSS1   Atrofia óptica  Encefalopatía, neuropatía periférica  

PDSS2 SRNS  Retinopatía SNHL Síndrome de Leigh, ataxia  

 

Tabla 2. Manifestaciones clínicas de las deficiencias primarias de coenzima Q10. Abreviaturas: HCM, miocardiopatía hipertrófica; ID, discapacidad 

intelectual; SNHL, pérdida auditiva neurosensorial; SRNS, síndrome nefrótico resistente a esteroides. Adaptada de [Salviati, 2017]. 
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2.3.2. Deficiencias secundarias de CoQ 

También es posible observar una disminución de las concentraciones de CoQ debida a 

situaciones no directamente relacionadas con la biosíntesis de la CoQ pero sí con la OXPHOS, 

otros procesos mitocondriales no OXPHOS o, incluso, funciones no mitocondriales. Se ha 

demostrado que las deficiencias secundarias de CoQ son más frecuentes que las primarias, 

probablemente debido a la diversidad de funciones biológicas y vías metabólicas en las que la 

CoQ está implicada en membranas mitocondriales y no mitocondriales [Desbats, 2015; Yubero, 

2016; Alcázar-Fabra, 2018]. 

Los mecanismos exactos por los que estos defectos causan una deficiencia de CoQ siguen sin 

conocerse, aunque se han propuesto diversas hipótesis: interferencia con las vías de señalización 

que regulan la biosíntesis de la CoQ, alteración del medio de la membrana interna mitocondrial, 

reducción de la estabilidad del complejo biosintético de la CoQ, aumento de la tasa de 

degradación de la CoQ debido a daño oxidativo causado por una MRC no funcional, o un mal 

funcionamiento general de la función mitocondrial. Aunque ninguna de estas hipótesis ha sido 

todavía demostrada, la explicación más plausible podría ser una combinación de diferentes 

factores [Desbats, 2015; Alcázar-Fabra, 2018]. 

Los síntomas específicos de las deficiencias secundarias de CoQ dependen de la enfermedad 

subyacente. La mayoría de los estudios publicados se han centrado en músculo esquelético y 

SNC, y se ha reportado que las manifestaciones musculares consisten en debilidad, hipotonía, 

intolerancia al ejercicio o mioglobinuria, mientras que las manifestaciones del SNC incluyen 

ataxia y deterioro general del mismo. Aunque en estas situaciones la deficiencia de CoQ es un 

fenómeno secundario, es probable que exacerbe los síntomas causados por el defecto primario, 

y estos pacientes suelen beneficiarse de la suplementación oral con CoQ, aunque la respuesta no 

sea tan dramática como en aquéllos con las formas primarias [Quinzii, 2011; Desbats, 2015]. 

La deficiencia de CoQ es un hallazgo frecuente en pacientes con EM, especialmente en las 

miopatías mitocondriales [Sacconi, 2010]. En este sentido, el análisis de muestras de músculo y 

fibroblastos de pacientes afectos por un amplio abanico de EM demostró que las deficiencias 

secundarias de CoQ eran más frecuentes en los síndromes de depleción del mtDNA en 

comparación con otras EM [Montero, 2013; Yubero, 2016]. Otras enfermedades pueden cursar 

también con una disminución de la CoQ, incluyendo la ataxia con apraxia oculomotora, 

síndrome cardiofaciocutáneo, deficiencia múltiple de acil-CoA deshidrogenasas, aciduria 

metilmalónica, fenilcetonuria o mucopolisacaridosis, entre otras [Yubero, 2016; Montero, 

2019]. Además, las deficiencias secundarias de CoQ pueden originarse como resultado del uso 

de ciertos agentes farmacoterapéuticos como son las estatinas, que actúan como inhibidores del 

enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa y, por tanto, interfieren no 
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sólo con la biosíntesis del colesterol sino también con la de la CoQ (Figura 4) [Potgieter, 2013; 

Desbats, 2015]. 

Por último, es importante tener en cuenta que la deficiencia de CoQ no es una situación 

constante en todas las enfermedades que se acaban de indicar, lo que podría sugerir que entre 

distintos individuos existe una diferente susceptibilidad al desarrollo de la misma. Actualmente, 

no se dispone de una explicación general para esto, aunque se ha propuesto que podría deberse a 

factores genéticos tales como determinados polimorfismos [Desbats, 2015; Alcázar-Fabra, 

2018]. 

 

2.3.3. Patogénesis de la deficiencia de CoQ 

La patogénesis de la deficiencia de CoQ es compleja y no se conoce completamente, pero 

parece implicar dos aspectos principales: 1) una disminución en la producción de ATP, y 2) una 

alteración de los niveles de estrés oxidativo. En este sentido, se ha reportado que análogos de 

cadena corta de la ubiquinona tales como la idebenona (que son buenos antioxidantes pero no 

rescatan la respiración mitocondrial) no son efectivos en el tratamiento de las deficiencias de 

CoQ, lo que indicaría que ambos aspectos (el defecto bioenergético y la producción 

incrementada de especies reactivas de oxígeno o ROS) son relevantes para la patogénesis de la 

enfermedad. Sin embargo, el amplio espectro de funciones que tiene la CoQ, los roles poco 

conocidos de algunos productos de los genes COQ y la considerable variabilidad fenotípica de 

los pacientes sugieren que también podrían contribuir otros mecanismos [Acosta, 2016; 

Alcázar-Fabra, 2018]. 

En primer lugar, dado que la CoQ es un componente esencial de la MRC, su deficiencia 

(independientemente de que se trate de una forma primaria o secundaria) causa una alteración 

del transporte de electrones al complejo III y, por tanto, una inhibición de la OXPHOS y de la 

producción de ATP en las células (Figura 1) que finalmente compromete diversas funciones 

celulares [Desbats, 2015]. 

En segundo lugar, la CoQ juega un papel esencial tanto en la generación de ROS como en la 

defensa antioxidante. Por un lado, es el único antioxidante lipofílico que se sintetiza 

endógenamente y que previene a la célula del daño oxidativo mediante el secuestro directo de 

radicales libres o bien regenerando otros antioxidantes (como las vitaminas C y E). Por otro, la 

CoQ también actúa como pro-oxidante, principalmente a través del intermedio semiquinona que 

se forma durante el transporte de electrones (Figura 3), el cual parece ser capaz de donar su 

electrón libre al oxígeno a nivel del complejo III, conduciendo a la formación del anión 

superóxido, que es precursor de otras ROS [Wang, 2013]. En células en cultivo, se ha reportado 

que existe una relación inversa entre la severidad de la deficiencia de CoQ y la producción de 
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ROS, tal que incluso defectos relativamente sutiles no alteran significativamente la producción 

de ATP pero causan un incremento significativo de la producción de ROS y, por tanto, pueden 

ser perjudiciales para la célula [Quinzii, 2010; Desbats, 2015; Alcázar-Fabra, 2018]. 

Por último, hay evidencias de que otras funciones de la CoQ están también implicadas en la 

patogénesis de la enfermedad. En este sentido, se han reportado pacientes con deficiencias de 

CoQ y disfunción del metabolismo de los nucleótidos (como ya se ha dicho, la CoQ es necesaria 

para la biosíntesis de pirimidinas), incremento de la apoptosis celular y mitofagia, y alteración 

de la ruta de oxidación mitocondrial del sulfuro [Yubero, 2018]. 

 

2.3.4. Tratamiento de las deficiencias de CoQ 

Las deficiencias primarias de CoQ son únicas entre las EM porque se dispone de una terapia 

efectiva para los pacientes, que es la suplementación por vía oral con CoQ. Por esta razón, en 

2016 la Agencia Europea del Medicamento aprobó el uso del ubiquinol como fármaco huérfano 

para las deficiencias primarias de CoQ [Rodríguez-Aguilera, 2017]. Excepto en pacientes con 

mutaciones en los genes COQ8A y COQ9, la mayoría de individuos con formas primarias tienen 

una buena respuesta a la suplementación con CoQ, que generalmente es evidente a los 10-20 

días tras el inicio del tratamiento. Actualmente, la suplementación oral con CoQ a altas dosis 

(que varían de 5 a 50 mg/kg/día) ha demostrado ser relativamente efectiva para el tratamiento 

tanto de las deficiencias primarias como secundarias [Salviati, 2017; Alcázar-Fabra, 2018]. 

Se ha reportado que la suplementación con CoQ puede detener la progresión de la encefalopatía 

y la afectación renal en pacientes con mutaciones en COQ2, COQ6 y COQ8B. Sin embargo, es 

esencial instaurar el tratamiento tan pronto como sea posible dado que una vez que ocurre el 

daño en órganos críticos (tales como el riñón o SNC), sólo es posible una recuperación residual 

[Trevisson, 2011; Acosta, 2016]. Por ejemplo, Montini y colaboradores reportaron una 

recuperación progresiva de la función renal y disminución de los niveles de proteinuria tras 20 

días de suplementación con CoQ (Figura 5) en una paciente con una mutación con cambio de 

sentido en homocigosis en COQ2 que había desarrollado un síndrome nefrótico a los 12 meses 

de vida [Montini, 2008]. 
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Figura 5. Proteinuria en una paciente COQ2 durante un período de seguimiento de 50 meses. 

Veinte días después del inicio de la suplementación con CoQ (indicado con una flecha) se 

observa una disminución muy significativa de los niveles de proteinuria. 

Adaptada de [Montini, 2008]. 

 

Los pacientes con deficiencia de CoQ tienen una respuesta clínica variable a la suplementación 

con CoQ, y en esta variabilidad parecen influir diversos aspectos. Por un lado, factores 

evidentes tales como las dosis terapéuticas, formulación farmacéutica utilizada, severidad de la 

enfermedad de base y progresión del daño tisular, pero probablemente también muchos otros 

componentes que modulan la respuesta al tratamiento (genéticos, ambientales e, incluso, 

epigenéticos). En este sentido, es importante administrar las dosis adecuadas y las 

formulaciones apropiadas dado que a menudo los pacientes reciben dosis insuficientes de CoQ 

[Doimo, 2014; Desbats, 2015]. Por otro lado, otro factor que probablemente contribuye a la 

diversidad en la respuesta clínica a la CoQ es su baja biodisponibilidad. En humanos, menos del 

5% de la CoQ administrada por vía oral alcanza el plasma, y los estudios en roedores han 

demostrado una baja captación por los tejidos, con muy poca o ninguna captación por el cerebro 

excepto en ratas adultas; por tanto, la barrera hematoencefálica parece dificultar la captación de 

la CoQ por parte del SNC. Además, dado que la molécula es altamente lipofílica, la CoQ 

administrada exógenamente se integrará en el plasma y otras membranas celulares antes de 

alcanzar la membrana mitocondrial interna. Teniendo en cuenta tanto la baja biodisponibilidad 

como la captación mitocondrial tardía, parece evidente que una suplementación precoz y a 

elevadas dosis puede tratar con mayor probabilidad de éxito una deficiencia de CoQ [Turunen, 

2004; Hirano, 2012]. 

Para el tratamiento de las deficiencias primarias de CoQ, se ha reportado el uso de diferentes 

dosis, siendo 30 mg/kg/día (dividida en tres tomas) efectiva en niños tanto para los síntomas 

neuromusculares como renales; dosis superiores son bien toleradas y no se han comunicado 
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efectos secundarios graves [Trevisson, 2011]. Las dosis divididas en varias tomas son de 

elección frente a las dosis únicas dado que la eficiencia de la absorción disminuye con el 

aumento de la dosis individual de CoQ [Potgieter, 2013; Desbats, 2015]. 

Actualmente, hay disponibles diferentes formulaciones de CoQ (tanto en su forma oxidada 

como reducida), incluyendo polvo cristalino, emulsiones de aceite, solubilizados y 

formulaciones de nanopartículas [Villalba, 2010]. La biodisponibilidad de la forma cristalina de 

la CoQ es baja debido a su pobre solubilidad y alto peso molecular; por tanto, a nivel 

terapéutico se recomienda utilizar formulaciones solubilizadas más que aquéllas basadas en 

polvo, ya que las primeras presentan una mejor respuesta plasmática y, por tanto, 

potencialmente una mayor biodisponibilidad [Hargreaves, 2014]. 

Tal y como se ha indicado anteriormente, las deficiencias primarias de CoQ no deben ser 

tratadas con análogos de cadena corta de la ubiquinona tales como la idebenona, ya que éstos 

son buenos antioxidantes pero no pueden reemplazar al CoQ en la MRC bajo condiciones de 

depleción de la CoQ [Orsucci, 2011]. 

Por último, recientemente se han propuesto nuevas aproximaciones terapéuticas para las 

deficiencias de CoQ. En este sentido, se ha reportado que el probucol, un fármaco antioxidante e 

hipolipemiante, tiene efectos beneficiosos en ratones mutantes Pdss2, pero no se dispone de 

resultados en otros defectos ni en humanos [Acosta, 2016]. También se han propuesto algunos 

análogos del 4-HB como potenciales moléculas de baipás con mayor biodisponibilidad que la 

CoQ. Estos precursores del anillo de benzoquinona son solubles en agua y restaurarían la 

síntesis endógena de CoQ al sortear las etapas enzimáticas interrumpidas por mutaciones en 

genes COQ, aunque su eficacia puede variar dependiendo de la estabilidad del complejo 

biosintético de la CoQ. Esta aproximación es particularmente interesante dado que se trata de 

compuestos no tóxicos, que tienen buena biodisponibilidad y que podrían cruzar la barrera 

hematoencefálica. Algunos ejemplos son el ácido vanílico (VA) y el 3,4-dihidroxibenzoato (3,4-

dHB), que son capaces de sortear las mutaciones en COQ6 (Figura 6) [Acosta, 2019]. 

 

 

Figura 6. Estructuras químicas del 4-hidroxibenzoato (4-HB) y dos análogos, ácido vanílico 

(VA) y 3,4-dihidroxibenzoato (3,4-dHB), compuestos que podrían ser utilizados para sortear las 

etapas enzimáticas interrumpidas por mutaciones en COQ6. Adaptada de [Alcázar-Fabra, 2018]. 
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3. Biomarcadores en enfermedades mitocondriales 

El metabolismo mitocondrial es probablemente el más complejo dentro del metabolismo 

celular. Esta complejidad se explica en parte por el doble origen genético que controla el 

sistema OXPHOS, en el que las proteínas son codificadas tanto por el genoma nuclear como el 

mitocondrial, y por las vías metabólicas esenciales que tienen lugar en la mitocondria [Rahman, 

2018; Zeviani, 2022]. De esta manera, no es de extrañar que los mecanismos fisiopatológicos de 

las EM sean muy heterogéneos, y que tanto el diagnóstico como la monitorización del 

tratamiento de estas enfermedades supongan todo un desafío para los profesionales sanitarios e 

investigadores que trabajan en este campo [Gorman, 2016; Parikh, 2017; Koene, 2018]. Este 

grupo incluye a los profesionales del laboratorio clínico, debido a la falta de especificidad y 

sensibilidad de los biomarcadores disponibles actualmente tanto para el diagnóstico como para 

el seguimiento de los pacientes con EM [Haas, 2007; Gorman, 2016; Mancuso, 2017]. 

Para poder comprender mejor la complejidad de las EM y la dificultad asociada al desarrollo y 

validación de biomarcadores de laboratorio que sean específicos y sensibles, es importante 

conocer los diferentes tipos de EM y cómo afectan a las funciones del sistema OXPHOS 

[Gorman, 2016; Frazier, 2019; Stenton, 2020]. La frontera entre las EM definidas de forma 

tradicional y otras enfermedades causadas por mutaciones en genes mitocondriales es difusa, 

dado que a día de hoy la base de datos MitoCarta3.0 contiene 1.136 genes [Rath, 2021] pero 

sólo aproximadamente unos 450 están relacionados con patología en humanos [Stenton, 2020]. 

Por ejemplo, tradicionalmente los defectos de la beta-oxidación de los ácidos grasos no eran 

considerados como EM, pero lo cierto es que pueden afectar de forma considerable al 

metabolismo energético y las funciones OXPHOS. Probablemente, la diferencia más importante 

entre estos defectos de la beta-oxidación y otras EM es que los primeros tienen biomarcadores 

que son tan específicos (como es el perfil de acilcarnitinas) que incluso algunos de estos 

defectos forman parte de los programas de cribado neonatal [Vianey-Saban, 1997; Kompare, 

2008]. Además, y más importante aún, muchas de estas enfermedades son tratables, lo cual 

supone una diferencia clave con la mayorías de otras EM, para las que no se dispone de 

opciones terapéuticas. Como han reportado previamente diversos autores, los genes cuyas 

mutaciones afectan a las funciones del sistema OXPHOS pueden clasificarse en dos grandes 

grupos: 1) genes con funciones relacionadas directamente con la OXPHOS, y 2) genes que 

afectan de forma secundaria a la OXPHOS y que también implican a otras vías metabólicas 

[Frazier, 2019]. Por otro lado, las mutaciones en estos genes alteran diferentes rutas biológicas 

que pueden clasificarse en seis categorías principales [Stenton, 2020]: 

1) Síntesis de subunidades, factores de ensamblaje y transportadores de electrones de la 

OXPHOS. 

2) Mantenimiento de la expresión y traducción del mtDNA. 
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3) Dinámica, homeostasis y control de calidad mitocondriales. 

4) Metabolismo de sustratos. 

5) Metabolismo de cofactores. 

6) Metabolismo de compuestos tóxicos. 

Las alteraciones de esas rutas biológicas tienen diferentes consecuencias en el metabolismo 

celular, algunas de las cuales todavía son desconocidas, y pueden resumirse en cinco categorías 

que están íntimamente relacionadas con los mecanismos fisiopatológicos fundamentales de las 

EM [Rahman, 2018; Frazier, 2019]: 

1) Disminución de la síntesis de energía en forma de ATP, que puede afectar de forma 

secundaria a rutas de señalización celular. 

2) Alteraciones del potencial de membrana mitocondrial que pueden afectar, por ejemplo, a la 

morfología mitocondrial o a los mecanismos de apoptosis. 

3) Generación de ROS con daño oxidativo secundario a proteínas, lípidos y ácidos nucleicos 

(siendo el mtDNA especialmente sensible al estrés oxidativo). 

4) Alteración del equilibrio de los dinucleótidos de nicotinamida adenina (NADH/NAD+) y 

flavina adenina (FADH2/FAD) que puede conducir a una acidosis metabólica o alterar la 

biogénesis mitocondrial. Este mecanismo específico es responsable de la mayoría de las 

alteraciones bioquímicas que se observan en fluidos biológicos y que se han utilizado 

tradicionalmente como biomarcadores subrogados de las EM, tales como hiperlactacidemia, 

hiperalaninemia, y acumulación de acilcarnitinas e intermediarios del ciclo de Krebs 

(Figura 7). 

5) Alteración del equilibrio de metabolitos intermedios que pueden producir cambios 

epigenéticos y mecanismos tóxicos o que pueden afectar a las redes de señalización celular 

que son dependientes del balance de nutrientes. 

Estos aspectos fisiopatológicos generales son muy relevantes dado que tienen relación directa 

con las alteraciones bioquímicas que pueden emplearse como biomarcadores subrogados de las 

EM. Dado que los aminoácidos, carbohidratos y ácidos grasos son finalmente catabolizados 

dentro de la mitocondria, los metabolitos resultantes de estas rutas pueden acumularse cuando 

hay presente un defecto de la OXPHOS (Figura 7) [Garg, 2017]. Sin embargo, ni las 

especificidades ni sensibilidades de estos biomarcadores son iguales cuando las comparamos 

con las de otros errores congénitos del metabolismo (ECM) [Saudubray, 2022]. Además, 

algunas enfermedades comunes y ciertas condiciones ambientales (siendo la más común la 

deprivación de oxígeno) también pueden alterar estos biomarcadores e imitar fenotipos 

bioquímicos propios de las EM. 
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Figura 7. Visión general de las principales rutas metabólicas que tienen lugar en la mitocondria 

(catabolismo de aminoácidos, carbohidratos y ácidos grasos). El desequilibrio en la ratio 

NADH/NAD+ es un mecanismo frecuente que conduce a un incremento de las concentraciones 

de algunos biomarcadores en diversos fluidos biológicos. Abreviaturas: FADH2/FAD: 

dinucleótidos de flavina adenina;  NADH/NAD+: dinucleótidos de nicotinamida adenina. 

Creada con BioRender.com. 

 

La llegada de las técnicas ‘ómicas’ (principalmente, las técnicas de NGS) ha revolucionado el 

escenario diagnóstico de las EM, como también ha ocurrido para otros ECM [Stenton, 2020; 

Yépez, 2022]. La identificación de nuevos genotipos y fenotipos ha incrementado 

considerablemente el número de pacientes identificados, siendo probablemente las EM el grupo 

de ECM más frecuente, con una prevalencia calculada de al menos 1:5.000 individuos, aunque 

la cifra podría estar infraestimada [Schaefer, 2004; Gorman, 2016]. A pesar de estos avances, se 

conoce que incluso con la aplicación de las técnicas NGS, aproximadamente el 50% de los 

pacientes con sospecha de EM permanece sin diagnóstico [Gorman, 2016; Frazier, 2019; 

Stenton, 2020]. Por ello, es necesario estudiar a los pacientes mediante distintas 

aproximaciones, que actualmente consisten en algoritmos diagnósticos que combinan datos 

clínicos, bioquímicos y radiológicos para clasificar a los pacientes como ‘diagnóstico posible’, 

‘diagnóstico probable’ o ‘diagnóstico definitivo’ [Witters, 2018]. Esta clasificación basada en 

puntuaciones ejemplifica bien las dificultades reales que tienen lugar en el proceso diagnóstico 
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de las EM, en el que los biomarcadores, a pesar de sus limitaciones, todavía juegan un papel 

crucial, especialmente cuando no se detectan mutaciones o cuando se detectan VUS. 

En la práctica clínica disponemos de biomarcadores bien conocidos en sangre, orina y líquido 

cefalorraquídeo (LCR) que actúan como marcadores subrogados de las EM. El análisis de 

lactato, piruvato, aminoácidos, ácidos orgánicos, acilcarnitinas y vitaminas (como, por ejemplo, 

la tiamina) se lleva a cabo de forma rutinaria en los laboratorios dedicados al estudio de los 

pacientes con EM. Sin embargo, como ya se ha dicho, muchos de estos biomarcadores carecen 

de buena sensibilidad y especificidad para el diagnóstico y seguimiento de los pacientes [Haas, 

2007; Gorman, 2016; Garg, 2017; Mancuso, 2017]. De esta forma, uno de los desafíos 

principales actuales en el campo de las EM consiste en la validación de biomarcadores 

específicos y sensibles tanto para el diagnóstico como para predecir la progresión de la 

enfermedad. En la última década se han identificado nuevos biomarcadores con mayor 

especificidad diagnóstica, incluyendo algunas proteínas como las citoquinas FGF-21 (factor de 

crecimiento de fibroblastos-21) y GDF-15 (factor de diferenciación del crecimiento-15) o la 

isoforma plasmática de la gelsolina [Suomalainen, 2011; Kalko, 2014; Peñas, 2021], o el ADN 

mitocondrial libre circulante (ccfmtDNA) en plasma [Maresca, 2020], que también se han 

propuesto como biomarcadores potencialmente útiles para evaluar la evolución clínica de los 

pacientes. A pesar de estos avances, también son necesarios nuevos biomarcadores de 

progresión de la enfermedad que permitan, por ejemplo, monitorizar el éxito de las nuevas 

estrategias terapéuticas [Mancuso, 2017]. 
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El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral ha sido progresar en el desarrollo de 

biomarcadores para el estudio de pacientes con enfermedades mitocondriales. 

Los objetivos concretos han sido los siguientes: 

1. Investigar nuevos biomarcadores para el diagnóstico y la investigación de enfermedades 

mitocondriales causadas por defectos OXPHOS: análisis de ADN mitocondrial libre 

circulante en muestras de líquido cefalorraquídeo de pacientes con enfermedades 

mitocondriales. 

2. Analizar la concentración de coenzima Q10 en diferentes muestras biológicas con fines 

diagnósticos y de monitorización del tratamiento: determinación de coenzima Q10 en 

plasma, músculo, fibroblastos, orina, plaquetas y células mononucleares. 

3. Desarrollar y validar un nuevo procedimiento para analizar las concentraciones de coenzima 

Q10 en plasma de pacientes con sospecha de enfermedad mitocondrial, para su posterior 

aplicación en otros especímenes biológicos para el diagnóstico de deficiencias de coenzima 

Q10.  
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Capítulo 1: Investigar nuevos biomarcadores para el diagnóstico y la investigación 

de enfermedades mitocondriales causadas por defectos OXPHOS: análisis de ADN 

mitocondrial libre circulante en muestras de líquido cefalorraquídeo de pacientes 

con enfermedades mitocondriales. 

 

Publicación 1 

Título: Circulating cell-free mitocondrial DNA in cerebrospinal fluid as a biomarker for 

mitochondrial diseases 

Autores: Selena Trifunov a,*, Abraham J. Paredes-Fuentes b,*, Carmen Badosa a, Anna Codina 

a, Julio Montoyac,d, Eduardo Ruiz-Pesini c,d, Cristina Jou a,c,e, Glòria Garrabou c,f, Josep M. Grau-

Junyent c,f, Dèlia Yubero g, Raquel Montero b, Jordi Muchart h, Juan D. Ortigoza-Escobar i, 

Maria M. O’Callaghan i, Andrés Nascimento a, Albert Català c,j, Àngels Garcia-Cazorla i, 

Cecilia Jimenez-Mallebrera a,c and Rafael Artuch a,c 

a Neuromuscular Unit, Department of Neuropediatrics, Institut de Recerca Sant Joan de Déu, 

Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain; b Department of Clinical Biochemistry, Institut de 

Recerca Sant Joan de Déu, Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain; c Biomedical Network 

Research Centre on Rare Diseases (CIBERER), Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spain; d 

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Institute for Health Research of Aragón 

(IISAragón), University of Zaragoza, Zaragoza, Spain; e Department of Pathology, Hospital 

Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain; f Department of Internal Medicine, Laboratory of Muscle 

Research and Mitochondrial Function—Institut d’Investigacions Biomèdiques August Pi i 

Sunyer (IDIBAPS), Faculty of Medicine and Health Science, University of Barcelona (UB), 

Hospital Clínic of Barcelona (HCB), Barcelona, Spain; g Department of Genetics and Molecular 

Medicine, Institut de Recerca Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain; h Department of Radiology, 

Institut de Recerca Sant Joan de Déu, Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain; i 

Department of Child Neurology, Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, Spain; j Department of 

Hematology, Institut de Recerca Sant Joan de Déu, Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, 

Spain. * Primeros coautores. 

Referencia: Clinical Chemistry. 2021 Aug 5;67(8):1113-1121. doi: 10.1093/clinchem/hvab091 
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Capítulo 2: Analizar la concentración de CoQ en diferentes muestras biológicas 

con fines diagnósticos y de monitorización del tratamiento: determinación de CoQ 

en plasma, músculo, fibroblastos, orina, plaquetas y células mononucleares. 

 

Publicación 2 

Título: Coenzyme Q10 treatment monitoring in different human biological samples 

Autores: Abraham J. Paredes-Fuentes 1, Raquel Montero 1, Anna Codina 2, Cristina Jou 2,3, 

Guerau Fernández 4, Joan Maynou 4, Carlos Santos-Ocaña 3,5, Joan Riera 6, Plácido Navas 3,5, 

Franchek Drobnic 6 and Rafael Artuch 1,3 

1 Clinical Biochemistry Department, Institut de Recerca Sant Joan de Déu, Passeig Sant Joan de 

Déu, 2, 08950 Esplugues de Llobregat, Barcelona, Spain; 2 Pathology Department, Institut de 

Recerca Sant Joan de Déu, Passeig Sant Joan de Déu, 2, 08950 Esplugues de Llobregat, 

Barcelona, Spain; 3 CIBER de Enfermedades Raras (CIBERER), Instituto de Salud Carlos III, 

Calle Monforte de Lemos, 3-5, 28029 Madrid, Spain; 4 Molecular Genetics Department, Institut 

de Recerca Sant Joan de Déu, Passeig Sant Joan de Déu, 2, 08950 Esplugues de Llobregat, 

Barcelona, Spain; 5 Centro Andaluz de Biología del Desarrollo, Universidad Pablo de Olavide-

CSIC-JA, Carretera de Utrera km 1, 41013 Sevilla, Spain; 6 Sport Nutrition and Physiology 

Department, Olympic Training Center, CAR-GIRSANE, Avinguda de l’Alcalde Barnils, 3, 

08173 Sant Cugat del Vallés, Barcelona, Spain. 

Referencia: Antioxidants (Basel). 2020 Oct 13;9(10):979. doi: 10.3390/antiox9100979 
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Publicación 3 

Título: Laboratory diagnosis of a case with coenzyme Q10 deficiency 

Autores: Abraham J. Paredes-Fuentes a, Natalia A. Julià-Palacios a, Raquel Montero a, Dèlia 

Yubero a, María V. Cascajo-Almenara b,c, Àngels García-Cazorla a,c, Carlos Santos-Ocaña b,c and 

Rafael Artuch a,c 

a Institut de Recerca Sant Joan de Déu, Clinical Biochemistry, Paediatric Neurology and 

Genetics Departments, Barcelona, Spain; b Centro Andaluz de Biología del Desarrollo, 

Universidad Pablo de Olavide, Sevilla, Spain; c Centre for Biomedical Research on Rare 

Diseases (CIBERER), Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spain. 

Referencia: Clinical Chemistry. 2020 Nov 1;66(11):1465-1467. doi:10.1093/clinchem/hvaa202 
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Capítulo 3: Desarrollar y validar un nuevo procedimiento para analizar las 

concentraciones de CoQ en plasma de pacientes con sospecha de enfermedad 

mitocondrial, para su posterior aplicación en otros especímenes biológicos para el 

diagnóstico de deficiencias de CoQ. 

 

Publicación 4 

Título: Technical aspects of coenzyme Q10 analysis: validation of a new HPLC-ED method 

Autores: Abraham J. Paredes-Fuentes 1,2,*, Clara Oliva 2, Raquel Montero 2, Patricia Alcaide 3,4, 

George J. G. Ruijter 5, Judit García-Villoria 1,4,6, Pedro Ruiz-Sala 3,4 and Rafael Artuch 2,4 

1 Division of Inborn Errors of Metabolism-IBC, Biochemistry and Molecular Genetics 

Department, Hospital Clínic de Barcelona, 08028 Barcelona, Spain; 2 Clinical Biochemistry 

Department, Institut de Recerca Sant Joan de Déu, Hospital Sant Joan de Déu, Esplugues de 

Llobregat, 08950 Barcelona, Spain; 3 Centro de Diagnóstico de Enfermedades Moleculares, 

Universidad Autónoma Madrid, IdiPAZ, 28049 Madrid, Spain; 4 Biomedical Network Research 

Centre on Rare Diseases (CIBERER), Instituto de Salud Carlos III, 28029 Madrid, Spain; 5 

Department of Clinical Genetics, Center for Lysosomal and Metabolic Diseases, Erasmus 

University Medical Center, 3015 GD Rotterdam, The Netherlands; 6 August Pi i Sunyer 

Biomedical Research Institute (IDIBAPS), 08036 Barcelona, Spain. * Autor de 

correspondencia. 

Referencia: Antioxidants (Basel). 2022 Mar 10;11(3):528. doi: 10.3390/antiox11030528 
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En este trabajo de tesis doctoral titulado ‘Estudio de biomarcadores en los defectos de la 

fosforilación oxidativa mitocondrial y en las deficiencias de coenzima CoQ10’, el doctorando 

Abraham José Paredes Fuentes ha participado de forma fundamental en todos los trabajos 

publicados y detallo a continuación sus contribuciones en cada uno de los cuatro artículos que 

contiene. Ninguno de los artículos presentados en esta tesis ha sido presentado en otra defensa 

de tesis doctoral. 
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participó en el análisis de resultados y en la redacción del manuscrito. 

 

PUBLICACIÓN 2. Coenzyme Q10 treatment monitoring in different human biological samples. 

Abraham J. Paredes-Fuentes, Raquel Montero, Anna Codina, Cristina Jou, Guerau Fernández, 

Joan Maynou, Carlos Santos-Ocaña, Joan Riera, Plácido Navas, Franchek Drobnic, Rafael 

Artuch. Antioxidants (Basel) 2020 Oct 13;9(10):979. Factor de impacto (2020): 6.313 (Q1). 

En este trabajo el doctorando realizó gran parte del trabajo experimental (análisis de la 

coenzima Q10 en diferentes muestras biológicas), analizó los datos y contribuyó a la redacción 

del manuscrito. 

 

PUBLICACIÓN 3. Laboratory diagnosis of a case with coenzyme Q10 deficiency. Abraham J. 

Paredes-Fuentes, Natalia A. Julià-Palacios, Raquel Montero, Dèlia Yubero, María V. Cascajo-

Almenara, Àngels García-Cazorla, Carlos Santos-Ocaña, Rafael Artuch. Clinical 

Chemistry 2020 Nov 1;66(11):1465-1467. Factor de impacto (2020): 8.327 (D1). 

En este trabajo el doctorando participó en el análisis de los biomarcadores de enfermedad 

mitocondrial estudiados (aminoácidos, ácidos orgánicos y FGF-21), determinó el contenido de 

coenzima Q10 en diferentes especímenes biológicos y redactó el manuscrito. 
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PUBLICACIÓN 4. Technical aspects of coenzyme Q10 analysis: validation of a new HPLC-ED 

method. Abraham J. Paredes-Fuentes, Clara Oliva, Raquel Montero, Patricia Alcaide, George J. 

G. Ruijter, Judit García-Villoria, Pedro Ruiz-Sala and Rafael Artuch. Antioxidants 

(Basel) 2022 Mar 10; 11(3):528. Factor de impacto (2021): 7.675 (Q1). 

En mi opinión, este trabajo ha sido la consolidación del doctorando respecto a su capacidad de 

liderazgo futuro en publicaciones científicas, ya que ha sido él quien ha llevado el peso no sólo 

del trabajo experimental (desarrollo y validación del método HPLC con detección 

electroquímica para la determinación de la coenzima Q10 en plasma y su aplicación a otras 

muestras biológicas, y participación en el programa de control externo de la calidad de 

ERNDIM), sino también de la redacción y del proceso de envío del artículo a la revista 

científica (es por ello que figura como autor de correspondencia). 

 

Barcelona, a 16 de septiembre de 2022 

 

Dr. Rafael Artuch Iriberri 
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Actualmente, uno de los retos en el ámbito de las EM consiste en  la validación de nuevos 

biomarcadores para el diagnóstico y seguimiento de los pacientes, dado que los que se utilizan 

rutinariamente en los laboratorios dedicados al estudio de estas enfermedades carecen de buena 

sensibilidad y especificidad. En el primer capítulo de esta tesis, nuestro objetivo fue investigar 

nuevos biomarcadores para el diagnóstico y la investigación de EM causadas por defectos 

OXPHOS. El SNC es un órgano diana de las EM y difícilmente accesible en el que, por razones 

obvias, la biopsia queda descartada. Por ello, consideramos que la muestra de LCR puede ser 

utilizada en cierto modo como una biopsia líquida. Como resultado del primer trabajo 

publicamos un artículo en el que reportamos por primera vez el análisis del ccfmtDNA en 

muestras de LCR de pacientes mitocondriales (Publicación 1). En una cohorte de 25 pacientes 

con diagnóstico molecular definitivo de EM, demostramos que los niveles de ccfmtDNA en 

LCR eran aproximadamente seis veces superiores a los de un grupo de 20 controles pareados 

por edad. Además, dentro de la cohorte de pacientes, observamos diferencias en el valor medio 

del número de copias de ccfmtDNA, siendo aquéllos con síndromes de depleción y deleciones 

del mtDNA (MDD) causados por mutaciones en genes nucleares (POLG, DNM1L, GFM1) los 

que presentaban niveles más elevados de ccfmtDNA, seguidos por el grupo de pacientes MDD 

con deleciones únicas del mtDNA. El estudio de dos muestras del mismo paciente con síndrome 

de Pearson en dos etapas diferentes de su enfermedad nos permitió observar un incremento 

considerable en el número de copias de ccfmtDNA cuando la enfermedad manifestó el fenotipo 

neurológico, sugiriendo la posible utilidad de este nuevo biomarcador en el seguimiento de los 

pacientes mitocondriales. También demostramos la presencia de heteroplasmia en el ccfmtDNA 

de las muestras de LCR, al detectar tanto moléculas del fenotipo silvestre como moléculas que 

presentaban deleciones. Finalmente, en cuanto al estudio de otros biomarcadores de EM, 

observamos que los pacientes MDD con deleciones únicas del mtDNA presentaban 

concentraciones de la citoquina GDF-15 en LCR significativamente superiores a las del grupo 

control; además, encontramos una correlación positiva significativa entre niveles de ccfmtDNA 

y concentraciones de GDF-15. En conclusión, con los resultados de esta primera publicación 

demostramos la utilidad del análisis del ccfmtDNA en LCR como nuevo biomarcador para la 

investigación, el diagnóstico y, potencialmente, el seguimiento de pacientes con EM. 

Como segundo objetivo nos propusimos analizar los valores de CoQ en diferentes muestras 

biológicas con fines diagnósticos y de monitorización del tratamiento. Por un lado, nos 

propusimos estudiar qué muestra biológica es la más adecuada para la monitorización del 

control del tratamiento con CoQ (Publicación 2). Como resultado, publicamos un artículo en el 

que analizamos las concentraciones de CoQ en un conjunto de muestras biológicas (plasma, 

células mononucleares o BMCs, plaquetas, orina y músculo) de 11 corredores sanos antes 

(grupo 1) y después (grupo 2) de la suplementación oral con CoQ de forma diaria durante un 
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mes. También comprobamos si las concentraciones de CoQ en músculo aumentaban tras la 

suplementación. Al comparar las concentraciones de CoQ en los grupos 1 y 2, no encontramos 

diferencias significativas en el contenido de CoQ en BMCs, plaquetas y orina. Sin embargo, las 

concentraciones plasmáticas de CoQ, expresadas en valores absolutos, sí aumentaron de forma 

significativa tras la suplementación. En el caso del músculo, el aumento se acercaba a la 

significación estadística. Aunque no observamos una correlación entre los valores de CoQ en 

plasma y músculo, cabe señalar que, tras la suplementación con CoQ, las concentraciones 

plasmáticas de CoQ aumentaron en todos los participantes, y las concentraciones en músculo 

aumentaron en la mayoría de ellos (8 de los 10 sujetos estudiados). 

En cuanto a la Publicación 3, describimos el caso de un paciente con sospecha clínica de EM 

en el que los estudios bioquímicos, incluyendo el análisis de CoQ en distintas muestras 

biológicas mediante cromatografía líquida de alta resolución con detección electroquímica 

(HPLC-ED), fueron determinantes para su correcto diagnóstico. Por un lado, observamos una 

alteración de los biomarcadores rutinarios de EM (lactato en sangre venosa y LCR, alanina en 

plasma y LCR, ácidos orgánicos en orina), así como un aumento en la concentración de FGF-21 

en plasma. El análisis de CoQ por HPLC-ED demostró que el paciente tenía concentraciones 

normales de CoQ en plasma, pero una disminución tanto en fibroblastos como en músculo. 

Además, la actividad enzimática de la succinato-citocromo c reductasa en fibroblastos, enzima 

dependiente del estado del CoQ mitocondrial, se encontraba disminuida. Finalmente, el análisis 

del exoma clínico nos llevó a la identificación de dos variantes con cambio de sentido en 

heterocigosis en el gen COQ2, lo que permitió clasificar el caso como una deficiencia primaria 

de CoQ. 

Por último, y debido a que las celdas electroquímicas usadas con los detectores Coulochem han 

sido recientemente descatalogadas, en el tercer capítulo de esta tesis nos propusimos desarrollar 

y validar un procedimiento en un equipo con celdas nuevas y un diseño diferente, con el 

objetivo de analizar las concentraciones de CoQ en plasma de pacientes con sospecha de EM, y 

su posterior aplicación en otros especímenes biológicos para el diagnóstico de deficiencias de 

CoQ. Fruto de este trabajo publicamos un artículo en el que reportamos la validación de un 

nuevo método HPLC-ED para la determinación de CoQ en plasma que también puede 

emplearse para el análisis de otras muestras biológicas, como son músculo, orina y fibroblastos 

(Publicación 4). En este artículo detallamos los aspectos técnicos y la problemática encontrada 

durante el desarrollo del método, así como los resultados de los parámetros del estudio de 

validación, que resultaron ser adecuados tanto para el estudio de deficiencias de CoQ como para 

la monitorización del tratamiento con CoQ. Como parte de la validación del nuevo método, 

también reportamos nuestra experiencia de dos años como participantes en un programa piloto 

de control externo de la calidad de ERNDIM para la determinación de CoQ en plasma. 
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Presentamos la comparación de nuestros resultados con los de un método de cromatografía 

líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS) y los del resto de 

participantes, mediante la que pudimos comprobar que había una buena concordancia entre 

ambos métodos. 
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Uno de los factores responsables de la complejidad en el diagnóstico y la investigación en las 

EM es la falta de biomarcadores diagnósticos y pronósticos. La mayoría de los que se utilizan 

rutinariamente (lactato, piruvato, alanina, ácidos orgánicos en orina, acilcarnitinas) carecen de 

buena sensibilidad y especificidad [Gorman, 2016; Garg, 2017]. Aunque en los últimos años se 

ha reportado que las citoquinas GDF-15 y FGF-21 y la isoforma plasmática de la gelsolina 

pueden mejorar la especificad diagnóstica de las EM [Suomalainen, 2011; Kalko, 2014; Peñas, 

2021], lo cierto es que también puede encontrarse una alteración de las concentraciones de estos 

biomarcadores en otras patologías, incluso en enfermedades comunes como las cardiopatías, en 

las que el GDF-15 puede ser un buen biomarcador [Boenzi, 2018; Tsygankova, 2019; Lehtonen, 

2021]. Los avances en las técnicas de NGS y el descubrimiento de nuevos genes responsables 

de las enfermedades genéticas han mejorado notablemente nuestra capacidad para diagnosticar 

las EM [Kremer, 2018; Stenton, 2020]. Sin embargo, muchos pacientes con sospecha de EM 

siguen sin diagnóstico molecular, debido en parte a las limitaciones técnicas de la NGS y a que 

se estima que todavía quedan por descubrir muchos genes responsables de la enfermedad 

[Parikh, 2019]. Además, hay que tener en cuenta que en los estudios genéticos pueden no 

identificarse mutaciones o encontrarse variantes cuya patogenicidad es incierta, y en ese sentido 

los estudios bioquímicos y funcionales siguen siendo de vital importancia para guiar en el 

diagnóstico y dar apoyo en la caracterización funcional de dichas variantes. Finalmente, cabe 

añadir que tampoco disponemos de buenos biomarcadores para la monitorización y predicción 

de la evolución de los pacientes, lo que supone otro desafío añadido para los clínicos 

responsables de su seguimiento. 

De esta necesidad de disponer de buenos biomarcadores surge precisamente el objetivo 

principal de esta tesis, que no es otro sino el de progresar en el desarrollo de biomarcadores para 

el estudio de pacientes con EM. Las cuatro publicaciones recogidas en este trabajo contribuyen 

al avance en el campo de los biomarcadores de EM y de las deficiencias de CoQ, en tanto que: 

1) hemos descrito un nuevo biomarcador en LCR para el diagnóstico y la investigación en EM, 

2) hemos demostrado que la cuantificación de las concentraciones plasmáticas de CoQ son el 

mejor biomarcador subrogado para la monitorización del tratamiento oral con CoQ, 3) hemos 

reportado la importancia del análisis de diversos biomarcadores en el diagnóstico de las 

deficiencias de CoQ, y 4) hemos desarrollado y validado un nuevo método que permite detectar 

deficiencias de CoQ y monitorizar el tratamiento oral con CoQ.  
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1. Investigar nuevos biomarcadores para el diagnóstico y la investigación de 

enfermedades mitocondriales causadas por defectos OXPHOS: análisis de ADN 

mitocondrial libre circulante en muestras de líquido cefalorraquídeo de pacientes 

con enfermedades mitocondriales. 

Desde su descubrimiento hace más de dos décadas [Zhong, 2000], muchos autores se han 

interesado en estudiar la utilidad del ccfmtDNA como biomarcador, a pesar de que su origen y 

el mecanismo de su secreción a los fluidos biológicos siguen siendo objeto de debate. El 

ccfmtDNA se ha estudiado sobretodo en muestras de plasma, donde se han encontrado niveles 

aumentados en situaciones tales como necrosis, apoptosis, tumores e inflamación [Rahat, 2020]. 

Recientemente se ha publicado que, en una cohorte de pacientes con MELAS, los autores 

observaron un aumento de los niveles plasmáticos de ccfmtDNA asociado a eventos agudos o 

progresión de la neurodegeneración, sugiriendo así que dichos niveles podrían utilizarse para la 

monitorización del curso de la enfermedad [Maresca, 2020]. Respecto a LCR, hay pocos 

estudios publicados. Por un lado, se han reportado niveles de ccfmtDNA disminuidos en 

enfermedades neurodegenerativas (tales como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de 

Parkinson) mientras que, por otro, se han encontrado niveles aumentados en enfermedades 

neuroinflamatorias (tales como la encefalitis por VIH y la encefalitis por anticuerpos contra el 

receptor de N-metil-D-aspartato o NMDA) [Gambardella, 2019].  

Las enfermedades causadas por alteraciones en el mtDNA pueden clasificarse según estén 

asociadas a mutaciones puntuales, deleciones o depleción (reducción de los niveles de mtDNA 

por célula). Las deleciones pueden ser grandes y únicas, tal y como ocurre en los síndromes de 

Pearson y KSS [Pitceathly, 2012], o múltiples. En este último caso, se trata de fenotipos 

asociados a mutaciones en genes nucleares directamente relacionados con la replicación del 

mtDNA, las rutas de síntesis de nucleótidos o la síntesis de proteínas reguladoras de la dinámica 

mitocondrial [Viscomi, 2017]. Es conocido que en las EM, y en especial en los MDD, el 

mtDNA intracelular puede estar alterado tanto a nivel cuantitativo como cualitativo, pero se 

desconocía qué influencia podía tener una alteración primaria mitocondrial en el ccfmtDNA del 

LCR de pacientes con EM. Por este motivo, en el primer trabajo de la presente tesis doctoral 

evaluamos por primera vez el estado del ccfmtDNA en LCR, junto a otros biomarcadores como 

el GDF-15, en una cohorte de pacientes con diagnóstico molecular de EM. Nuestros resultados 

demuestran que los niveles de ccfmtDNA en LCR de los pacientes mitocondriales son 

aproximadamente seis veces superiores a los que presentan los controles, por lo que dichos 

niveles podrían utilizarse como un nuevo biomarcador para mejorar el diagnóstico y la 

investigación en EM. Además, el número de copias de ccfmtDNA en LCR podría ser útil para 

facilitar la clasificación de los pacientes con EM, ya que comprobamos que los pacientes con 

MDD, tanto debidos a mutaciones en genes nucleares como a deleciones únicas del mtDNA, 
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eran los que presentaban los valores más elevados. Por otro lado, observamos incrementos 

moderados en los niveles de ccfmtDNA de aquellos pacientes con mutaciones puntuales en 

genes mitocondriales que codifican para ARNs de transferencia (tRNAs) y subunidades de la 

MRC, y también en aquéllos con mutaciones en genes nucleares relacionados con el 

metabolismo energético. 

Esas diferencias observadas en los niveles de ccfmtDNA entre los distintos grupos de pacientes 

podrían explicarse mediante los diferentes mecanismos involucrados en la patogénesis de las 

EM. Por un lado, en los MDD causados por mutaciones en genes nucleares, el mantenimiento y 

la estabilidad del mtDNA están comprometidos. De forma similar, en pacientes MDD con 

deleciones únicas del mtDNA el defecto está presente ya en la embriogénesis y es responsable 

de la alteración de la integridad de las moléculas de mtDNA [Carelli, 2015]. Por el contrario, las 

mutaciones puntuales en genes nucleares estudiadas en nuestro trabajo afectan al metabolismo 

energético y pueden conducir a deficiencias de cofactores, de complejos de la MRC o de su 

ensamblaje. Las mutaciones puntuales en genes mitocondriales afectan principalmente a la 

generación de energía y pueden conducir a deficiencias aisladas o combinadas de complejos de 

la MRC o, en el caso de las mutaciones en genes que codifican para tRNAs, afectar a la síntesis 

mitocondrial de proteínas y alterar, de forma secundaria, la homeostasis mitocondrial 

[Boczonadi, 2014]. Sin embargo, las diferencias en los niveles de ccfmtDNA observadas entre 

los distintos grupos también podrían explicarse por los distintos niveles de heteroplasmia 

presentes en las células responsables de la secreción del LCR. Se conoce que las células 

epiteliales del plexo coroideo, responsables de la secreción de la mayoría del LCR, pueden 

presentar distintos porcentajes de heteroplasmia. De hecho, en pacientes KSS es característica la 

transformación oncocítica de estas células cuando presentan altos porcentajes de heteroplasmia 

[Tanji, 2000]. Sin embargo, desconocemos si esto también se produce en el síndrome de 

Pearson o en cualquier otro síndrome asociado con mutaciones en genes relacionados con el 

mantenimiento de la estabilidad del mtDNA. 

Cabe mencionar que tuvimos la oportunidad de estudiar dos muestras de un mismo paciente con 

síndrome de Pearson y en la segunda, obtenida cuando la enfermedad manifestó el fenotipo 

neurológico (evolución a KSS), observamos un aumento considerable en los niveles de 

ccfmtDNA. Aunque es el único caso en el que pudimos disponer de dos muestras de un mismo 

paciente, y no podemos asegurar que el incremento en el número de copias de ccfmtDNA esté 

directamente relacionado con la progresión de los síntomas neurológicos y/o la disfunción de las 

células del plexo coroideo, consideramos que estos resultados merecen ser tenidos en cuenta en 

futuros estudios que incluyan un mayor número de casos. De confirmarse, nuestros resultados 

estarían en consonancia con los del estudio de Maresca y colaboradores [Maresca, 2020], y 



DISCUSIÓN 

 

112 
 

reforzarían nuestra hipótesis de que los niveles de ccfmtDNA en LCR también podrían tener 

valor pronóstico y emplearse con fines de monitorización de la enfermedad. 

La secreción del ccfmtDNA en enfermedades que afectan a la estabilidad del mtDNA 

intracelular sugiere que se trata de un proceso activo. Para interpretar este hecho proponemos 

diversas líneas de estudio a desarrollar. Por un lado, la proliferación mitocondrial como 

mecanismo compensatorio, como se observa en las fibras rojas-rasgadas de los pacientes con 

MDD [Trifunov, 2018], lo que sugeriría que el incremento adicional de mtDNA intracelular 

podría activar mecanismos de secreción del mtDNA fuera de la célula. La otra posibilidad sería 

que las células liberaran las mitocondrias disfuncionales. Incluso, otros mecanismos podrían 

explicar esas diferencias observadas en los niveles de ccfmtDNA entre los distintos grupos de 

pacientes, como el aumento del estrés oxidativo, la apoptosis o un aumento de mecanismos 

inflamatorios [Lu, 2014; Pan, 2018]. Dado que no se conoce con certeza el origen específico del 

ccfmtDNA a nivel celular y tisular, no podemos descartar que nuestros resultados representen 

simplemente un daño y recambio celular a nivel del SNC [Thurairajah, 2018]. Sin embargo, los 

resultados del estudio de la posible presencia de DNA nuclear libre circulante (los niveles 

obtenidos para el gen nuclear BAX eran inferiores en todos los casos a 1 copia/µL), la ausencia 

de correlación entre los niveles de ccfmtDNA y de BAX en la cohorte de pacientes 

mitocondriales, y la falta de asociación entre los niveles de ccfmtDNA y el daño del SNC 

evaluado por los estudios de imagen por resonancia magnética (MRI), sugieren que dicho 

recambio celular tendría una influencia muy limitada en nuestros resultados. 

También hemos demostrado la existencia de heteroplasmia en el ccfmtDNA del LCR, ya que 

detectamos la presencia tanto de moléculas del fenotipo silvestre como delecionadas. Se trata de 

un hallazgo importante porque habitualmente la presencia de deleciones del mtDNA se suele 

evaluar en biopsia muscular ya que son difíciles de detectar en sangre, excepto en el caso del 

síndrome de Pearson. Aunque también pueden utilizarse muestras de orina, lo cierto es que el  

rendimiento de la extracción del ADN total en este tipo de muestra puede ser muy bajo. 

Deleciones del mtDNA de hasta un 10% son consideradas como debidas a la variabilidad 

natural [Lowes, 2019]. En nuestro estudio, cuatro de los controles estudiados presentaban 

deleciones de entre el 10 y el 20%, por lo que es posible que la variabilidad del ccfmtDNA en 

LCR sea mayor que para el mtDNA intracelular, y por ello este punto de corte deberá ser 

revisado en un futuro en una serie más grande de controles. 

Entendemos las limitaciones que tiene el LCR como muestra biológica, siendo la principal de 

ellas que su obtención requiere de un procedimiento invasivo. Sin embargo, nuestra experiencia 

nos demuestra que en todos aquellos pacientes con síntomas neurológicos y sospecha de EM el 

LCR se recoge de forma rutinaria y permite detectar fenotipos metabólicos que pasan 

desapercibidos en sangre u orina. Además, el LCR es la única muestra biológica que 
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disponemos como espécimen subrogado para estudiar el estado del SNC, siendo en cierto modo 

como una biopsia líquida. Por todo ello, el análisis de un nuevo biomarcador como el 

ccfmtDNA en LCR puede ser de gran ayuda en el proceso diagnóstico y en la detección de 

enfermedades tratables como la deficiencia de folato cerebral observada en pacientes KSS, 

POLG y con otras EM [García-Cazorla, 2008].  

Por otro lado, pudimos observar que las concentraciones de GDF-15 en LCR correlacionaban 

con los niveles de ccfmtDNA, y que eran particularmente elevadas en pacientes con MDD con 

deleciones únicas del mtDNA. Como ya hemos dicho, en pacientes KSS se ha reportado la 

transformación oncocítica de las células epiteliales del plexo coroideo y la acumulación de 

moléculas de mtDNA delecionadas en estas células [Tanji, 2000]. Al mismo tiempo, la 

estructura anatómica  más importante en la síntesis de GDF-15 dentro del cerebro es el plexo 

coroideo, desde donde se secreta al LCR [Strelau, 2003]. Por tanto, la transformación oncocítica 

de dichas células podría explicar las concentraciones marcadamente elevadas de GDF-15 en 

pacientes con MDD con deleciones únicas. 

Respecto a los estudios de MRI y los niveles de ccfmtDNA en LCR, los resultados deben 

interpretarse con cautela. Aunque todos los pacientes con alteraciones de la sustancia blanca 

presentaban niveles aumentados de ccfmtDNA, es cierto que todos ellos presentaban MDD que 

probablemente serían la causa primaria de dicho aumento. De hecho, hay enfermedades 

neurológicas, tales como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, en las que tiene lugar una pérdida 

neuronal significativa y se observan niveles de mtDNA comparables a los de los controles 

[Gambardella, 2019]. 

En definitiva, nuestros resultados indican que el estudio de los niveles de ccfmtDNA en LCR 

como biomarcador aporta una nueva herramienta para el diagnóstico y la investigación en EM, 

y podría ser también útil para evaluar la evolución clínica de los pacientes. En futuros estudios, 

cabe tener en cuenta que nuestro trabajo presenta diversas limitaciones, entre ellas el pequeño 

tamaño de la serie de casos estudiados, la heterogeneidad genética inherente a las EM y el hecho 

de que muchas de las muestras de LCR fueron recogidas cuando los pacientes se encontraban en 

tratamiento con cofactores y antioxidantes que podrían haber modificado los niveles de 

ccfmtDNA [Lowes, 2020].  
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2. Analizar la concentración de CoQ en diferentes muestras biológicas con fines 

diagnósticos y de monitorización del tratamiento: determinación de CoQ en 

plasma, músculo, fibroblastos, orina, plaquetas y células mononucleares. 

El diagnóstico bioquímico de las deficiencias de CoQ permite instaurar de forma temprana el 

tratamiento con CoQ, y esto es de gran importancia ya que algunos pacientes responden bien al 

mismo [Desbats, 2015]. El análisis de las concentraciones de CoQ puede llevarse a cabo en 

distintos tipos de muestras biológicas, siendo el músculo, los fibroblastos y el plasma los 

especímenes biológicos más comunes para estudiar la deficiencia de CoQ. El músculo 

esquelético se ha considerado la muestra biológica de referencia durante muchos años, aunque 

tiene sus limitaciones, siendo la más importante que su obtención requiere de un procedimiento 

invasivo. Por el mismo motivo, no puede utilizarse con fines de monitorización del tratamiento. 

Los fibroblastos pueden obtenerse mediante un procedimiento menos invasivo y permiten llevar 

a cabo estudios funcionales. Sin embargo, también tienen limitaciones ya que, por ejemplo, se 

han reportado falsos negativos en pacientes con deficiencias de CoQ en músculo e incluso con 

deficiencias genéticas primarias [Barca, 2016]. La orina representa una muestra no invasiva y se 

ha propuesto que podría ser útil como biomarcador subrogado del estado de CoQ en el riñón, 

aunque esta correlación todavía no ha sido demostrada. El plasma tiene muchas ventajas ya que 

representa una muestra mínimamente invasiva, y se ha reportado que concentraciones 

plasmáticas bajas de CoQ pueden indicar con fiabilidad la existencia de una deficiencia 

secundaria de CoQ [Montero, 2019]. Sin embargo, los valores plasmáticos de CoQ pueden 

verse influenciados tanto por la dieta como por las concentraciones de lipoproteínas; por tanto, 

no se recomienda su uso para el diagnóstico de las deficiencias primarias de CoQ. Finalmente, 

el análisis de CoQ en linfocitos y plaquetas también puede ser útil en el diagnóstico de las 

deficiencias de CoQ si el paciente no ha recibido suplementación previa [Arias, 2012].  

 

2.1. Monitorización del tratamiento con CoQ 

Teniendo en cuenta el papel que juega la CoQ en muchos procesos biológicos que son 

considerados de vital importancia, el tratamiento con CoQ en aquellos pacientes que presentan 

una deficiencia es de gran importancia. La monitorización del tratamiento con CoQ es 

aconsejable tanto para el control del cumplimiento terapéutico como para modificar las dosis en 

aquellos casos en que pueda ser necesario. En el segundo trabajo de esta tesis doctoral, nos 

propusimos analizar la concentración de CoQ en diversas muestras biológicas para evaluar cuál 

de ellas es la más adecuada para utilizarla con fines de monitorización clínica en pacientes 

suplementados con CoQ. Además, también quisimos evaluar si la suplementación con CoQ en 

las condiciones de nuestro estudio (la dosis empleada en el mismo es ampliamente utilizada en 
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distintos suplementos alimenticios) aumentaba o no las concentraciones de CoQ en músculo 

esquelético. Hasta donde sabemos, éste es el primer estudio publicado en el que se analizan las 

concentraciones de CoQ tras suplementación en un abanico tan amplio de muestras biológicas. 

En cuanto a las concentraciones de CoQ observadas en estado basal (grupo 1, previo a la 

suplementación) en las diferentes muestras, observamos que los resultados estaban en 

concordancia con nuestros propios valores de referencia y con aquéllos reportados por otros 

autores [Duncan, 2005; Molyneux, 2005; Montero, 2005; Niklowitz, 2007; Yubero, 2015; 

Montero, 2019]. Cuando comparamos los sujetos antes y después de la suplementación con 

CoQ, no observamos diferencias significativas en las concentraciones en BMCs, plaquetas y 

orina. En primer lugar, los datos publicados relativos a BMCs son controvertidos: mientras que 

Arias y colaboradores observaron que las concentraciones de CoQ en linfocitos no aumentaban 

significativamente tras la suplementación con 100 mg/día durante una semana [Arias, 2012], 

otros autores sí que han reportado un aumento en las concentraciones de CoQ en linfocitos tras 

la suplementación durante el mismo periodo de tiempo y con la misma dosis [Tomasetti, 2001]. 

A dosis mayores (200 mg/día), se ha observado un incremento en las concentraciones de CoQ 

en BMCs [Turunen, 2002]. Al igual que para las BMCs, se han reportado resultados 

controvertidos en cuanto a las plaquetas. Nosotros observamos un ligero aumento no 

significativo en los valores medios de CoQ en plaquetas tras la suplementación, aunque en 4 de 

los 11 sujetos no observamos dicho aumento. Niklowitz y colaboradores reportaron que la 

suplementación con CoQ aumentaba de forma significativa los niveles de CoQ en plaquetas tras 

14 días de suplementación (3 mg/kg de peso/día), con un aumento posterior observado tras 28 

días, aunque éste no era estadísticamente significativo [Niklowitz, 2007]. Miles y colaboradores 

reportaron resultados similares en las concentraciones totales de CoQ en plaquetas tras 

suplementación con 5 mg/kg de peso durante 28 días [Miles, 2008]. En cualquier caso, en estos 

estudios que acabamos de mencionar las dosis de CoQ relativas al peso corporal eran 

moderadamente superiores a las de nuestro trabajo. En cuanto a los resultados en orina, no hay 

estudios previos que hayan reportado el uso de las concentraciones de CoQ en orina para 

monitorización del tratamiento. La afectación del riñón en las EM y en las deficiencias de CoQ 

(Tabla 2) sugiere que este tipo de muestra no invasiva sería de gran utilidad para 

monitorización del tratamiento como biomarcador subrogado del estado del riñón. Cabe tener en 

cuenta que las dosis de CoQ empleadas en pacientes con EM son marcadamente mayores  que 

las dosis usadas en nuestro estudio (pueden alcanzar los 30 mg/kg peso/día), siendo por tanto 

una de las limitaciones del mismo. En resumen, BMCs, plaquetas y orina no parecen ser 

adecuadas para la monitorización del tratamiento con CoQ, al menos en las condiciones de 

nuestro estudio. Una posible explicación para esto es que las concentraciones de CoQ en dichos 

especímenes biológicos probablemente tienen una gran variación biológica. Además, otros 
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factores también podrían explicar dichos resultados, especialmente si los comparamos con el 

análisis ‘directo, sin manipulación’ de las concentraciones de CoQ en plasma: el proceso 

laborioso que supone el aislamiento de las células de estos especímenes biológicos, el recambio 

rápido de BMCs y plaquetas, o la heterogeneidad celular en BMCs y orina, ya que los 

procedimientos de aislamiento de las células no son muy selectivos. 

El plasma resultó ser la mejor muestra para la monitorización del tratamiento con CoQ, tanto 

analizando las concentraciones totales de CoQ como los valores relativos a colesterol, una 

molécula que está estrechamente relacionada con la biosíntesis del CoQ (Figura 4) [Montero, 

2019]. En todos los participantes del estudio observamos un aumento significativo de sus 

valores plasmáticos de CoQ tras la suplementación. Este hecho ya ha sido reportado por otros 

autores [Turunen, 2002; Niklowitz, 2007; Cooke, 2008]. El principal problema en relación al 

plasma es que sólo refleja la absorción intestinal y el metabolismo hepático del CoQ 

suplementado, pero no la captación del CoQ por los tejidos, proceso que todavía sigue siendo 

poco conocido en humanos [Bentinger, 2003; Desbats, 2015]. Por este motivo, decidimos 

analizar en paralelo las concentraciones de CoQ en músculo y en plasma tras la suplementación 

oral con CoQ, para evaluar si aumentaban dichas concentraciones en músculo en las 

condiciones de nuestro estudio. 

El músculo esquelético es un tejido postmitótico con alta demanda energética, rico en 

mitocondrias y CoQ, y uno de los principales órganos diana de la mayoría de EM. Por ello, 

conocer si la CoQ llega o no al músculo tras la suplementación oral es de gran importancia para 

el tratamiento de los pacientes con EM, otros errores congénitos del metabolismo y 

enfermedades neurogenéticas que conlleven a una deficiencia de CoQ. Aunque en nuestro 

estudio no observamos diferencias significativas en las concentraciones de CoQ en músculo 

antes y después de la suplementación, ni ninguna correlación entre las concentraciones 

plasmáticas y las de músculo, lo cierto es que la mayoría de los sujetos suplementados (8 de los 

10) vieron incrementados sus concentraciones de CoQ en músculo. Además, los 2 únicos 

sujetos cuyas concentraciones de CoQ en músculo no incrementaron tras la suplementación eran 

el segundo y tercero en cuanto a peso corporal, es decir, tenían dos de las relaciones dosis/peso 

más bajas de toda la serie. Algunas posibles explicaciones para la falta de correlación entre las 

concentraciones de CoQ en músculo y plasma serían, por un lado, el tamaño limitado de nuestra 

serie y, por otro, el hecho de que los factores biológicos que modulan las concentraciones de 

CoQ en plasma y músculo son diferentes. En un estudio previo se reportó que la suplementación 

oral con CoQ (150 mg/día durante 4 semanas) no altera las concentraciones de CoQ en músculo 

de forma significativa, a pesar de la elevación significativa de los valores plasmáticos de CoQ 

[Zhou, 2005]. Cooke y colaboradores demostraron que la suplementación con una dosis única 

de CoQ (200 mg/día) tendía a incrementar las concentraciones de CoQ en músculo, aunque no 
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observaron cambios significativos tras un periodo de suplementación de 14 días [Cooke, 2008]. 

Teniendo en cuenta que las relaciones dosis/peso reportadas en artículos previos son similares a 

las de nuestro estudio, las diferencias observadas con nuestros resultados podrían deberse al uso 

de diferentes formulaciones y excipientes. De hecho, recientemente se han reportado diferencias 

considerables en la biodisponibilidad de diferentes formulaciones de CoQ monitorizadas en 

muestras de plasma [Pravst, 2020]. La formulación que empleamos en nuestro estudio (cápsulas 

de fitosoma) es una mezcla de fosfolípidos (lecitina) y CoQ, donde ésta se sitúa entre las 

moléculas de lecitina. Esta formulación ya ha demostrado ser segura e incrementar la absorción 

de la CoQ en humanos [Petrangolini, 2019]. En cualquier caso, nuestros resultados sugieren que 

probablemente empleando dosis mayores de CoQ todos los sujetos hubiesen mostrado un 

incremento en las concentraciones de CoQ en músculo. 

En conclusión, la cuantificación de las concentraciones de CoQ en plasma parece ser el mejor 

biomarcador subrogado para la monitorización del tratamiento oral con CoQ, ya que los valores 

plasmáticos de CoQ aumentaron en todos los casos, en contraposición con las diferentes 

respuestas observadas con el resto de muestras biológicas. 

 

2.2. Diagnóstico de un caso con deficiencia primaria de CoQ 

En el segundo trabajo del capítulo 2 de la presente tesis doctoral demostramos la utilidad del 

análisis de las concentraciones de CoQ en diferentes muestras biológicas para el diagnóstico 

bioquímico de las deficiencias de CoQ. Describimos un paciente con una deficiencia primaria 

de CoQ que presentaba mutaciones en el gen COQ2. Este gen codifica para la 4-

hidroxibenzoato polipreniltransferasa, un enzima que juega un rol fundamental en la biosíntesis 

de la CoQ ya que participa en la condensación del anillo de benzoquinona con la cadena lateral 

isoprenoide (Figura 4) [Forsgren, 2004; Salviati, 2017]. El inicio de la enfermedad suele ocurrir 

en la infancia, y las manifestaciones clínicas pueden incluir desde un SRNS aislado, un SRNS 

con encefalomiopatía, o una enfermedad neonatal multisistémica que puede llegar a ser mortal 

(Tabla 2). La afectación renal no se presenta siempre y puede desarrollarse sólo después de 

otras manifestaciones, como la miocardiopatía hipertrófica [Scalais, 2013]. En nuestro caso, el 

paciente presentó cianosis, letargia, disminución de los movimientos espontáneos, 

hiperexcitabilidad e hipotonía moderada durante las primeras 24 horas de vida. Dada la 

sospecha clínica de EM, se inició suplementación con diferentes cofactores mitocondriales 

(CoQ, tiamina, biotina y riboflavina), pero no se observó ninguna mejoría. A partir de entonces, 

el paciente desarrolló epilepsia refractaria, retraso psicomotor, nistagmus, y proteinuria en rango 

no nefrótico. Finalmente, el paciente falleció a los nueve meses de vida. 
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El análisis de un panel de 6.710 genes permitió la identificación de dos variantes con cambio de 

sentido en heterocigosis en el gen COQ2 (NM_015697.7): c.692G>T (p.Ser231Ile) y c.443G>A 

(p.Gly148Asp), siendo el padre y la madre portadores de la primera y segunda variantes, 

respectivamente. La variante c.692G>T afecta a un residuo conservado entre especies, y se 

clasifica como VUS según las guías del American College of Medical Genetics. Esta variante 

aparece en Genome Aggregation Database (gnomAD) con una frecuencia alélica muy baja 

(0.00001627), y diferentes predictores de patogenicidad in silico indican que tiene un efecto 

deletéreo. La variante c.443G>A también se clasifica como VUS, no está presente en gnomAD, 

y los predictores de patogenicidad no indican una relación consistente. Globalmente, la 

frecuencia alélica tan baja de la primera variante, los resultados de los estudios de segregación y 

la demostración bioquímica de la deficiencia de CoQ apoyan la patogenicidad de ambas 

variantes.  

Respecto a los estudios bioquímicos, cabe destacar que observamos una alteración de diversos 

biomarcadores de EM (elevación de lactato en sangre venosa y LCR, de alanina en plasma y 

LCR, de la excreción de ácidos orgánicos en orina relacionados con el metabolismo 

mitocondrial, y de FGF-21 en plasma). Aunque se considera que los biomarcadores rutinarios 

de EM carecen de buena sensibilidad y especificidad, en este caso permitieron confirmar la 

sospecha clínica de EM. Además, el análisis de CoQ por HPLC-ED jugó un papel determinante 

en la confirmación del diagnóstico de deficiencia primaria de CoQ, ya que permitió demostrar 

que el paciente tenía una disminución considerable de las concentraciones de CoQ tanto en 

fibroblastos como en músculo. Finalmente, este caso también pone de manifiesto que es 

recomendable analizar las concentraciones de CoQ en diferentes muestras biológicas, ya que la 

deficiencia puede no detectarse si no se escoge el espécimen adecuado [Desbats, 2015]. Nuestro 

paciente presentaba una concentración de CoQ en plasma normal, y fueron los análisis de CoQ 

en fibroblastos y músculo los que permitieron confirmar la deficiencia de CoQ.  
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3. Desarrollar y validar un nuevo procedimiento para analizar las concentraciones 

de CoQ en plasma de pacientes con sospecha de enfermedad mitocondrial, para su 

posterior aplicación en otros especímenes biológicos para el diagnóstico de 

deficiencias de CoQ. 

El procedimiento de referencia para la identificación bioquímica de las deficiencias de CoQ 

consiste en la cuantificación de las concentraciones de CoQ mediante cromatografía líquida de 

alta resolución (HPLC). Los dos sistemas de detección que se utilizan mayoritariamente 

consisten en la detección UV y electroquímica. Los primeros métodos publicados utilizaban la 

detección UV, con los que habitualmente se cuantificaba la CoQ a 275 nm [Abe, 1978; 

Ogasahara, 1989]. Dado que el ubiquinol, forma reducida de la CoQ, no puede determinarse 

mediante detección UV debido a su baja absortividad molar, diversos autores desarrollaron 

métodos basados en la detección electroquímica [Okamoto, 1988; Grossi, 1992], empleando 

tanto detectores coulométricos como amperométricos [Barshop, 2007; Lai, 2013]. Asimismo, se 

han publicado métodos basados en LC-MS/MS, con resultados comparables a los de los 

métodos HPLC-ED en cuanto a selectividad y sensibilidad [Hansen, 2004; Ruiz-Jiménez, 

2007]. Finalmente, también se han desarrollado algunos procedimientos basados en técnicas de 

fluorescencia y quimioluminiscencia [Turkowicz, 2013; Kishikawa, 2014]. 

La HPLC-ED tiene ventajas significativas porque es más sensible que la HPLC-UV. De esta 

forma, permite trabajar con cantidades mínimas de muestra y obtener mayor precisión en los 

resultados. Además, es posible la detección simultánea de las dos formas de la CoQ (ubiquinol y 

ubiquinona, formas reducida y oxidada, respectivamente) (Figura 3) [Rodríguez-Aguilera, 

2017]. Los procedimientos de medida basados en la HPLC-ED son tanto sensibles como 

selectivos, siendo por ello una herramienta ideal para analizar concentraciones bajas de 

moléculas en matrices complejas. Mediante la selección específica de potenciales de trabajo se 

puede detectar selectivamente un compuesto en una mezcla multicomponente. La técnica se 

fundamenta en la naturaleza electroactiva de moléculas que pueden ser oxidadas o reducidas, y 

permite el análisis de una gran variedad de compuestos biológicos y farmacéuticos. Nuestro 

grupo de investigación publicó un procedimiento para el análisis de CoQ en suero mediante 

HPLC-ED hace casi dos décadas [Colomé, 2003]. Desde entonces, hemos reportado la 

determinación de CoQ en otras muestras biológicas, incluyendo músculo, fibroblastos y orina 

[Montero, 2008; Yubero, 2015]. Todos estos métodos estaban basados en el uso del detector 

electroquímico ESA Coulochem II, que durante muchos años ha sido empleado en laboratorios 

de todo el mundo con distintos fines, incluyendo la determinación de CoQ. Sin embargo, hace 

poco se han descatalogado las celdas electroquímicas que emplea dicho detector y, por tanto, ya 

no está disponible en muchos laboratorios. Por este motivo nos vimos en la necesidad de 
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desarrollar un método para el análisis de CoQ en un equipo que utiliza unas celdas 

electroquímicas nuevas y técnicamente diferentes. 

Todos los procedimientos para la determinación de CoQ reportados previamente por nuestro 

grupo y por otros autores hacían uso de una fase móvil que contenía perclorato de litio, que es 

una sal con propiedades oxidantes fuertes. Nuestra hipótesis es que la caída de señal tan abrupta 

que observamos con el uso de dicha sal y las nuevas celdas durante la optimización del nuevo 

método pudo deberse al daño químico de los electrodos por este compuesto, como ya sugirieron 

Lee y colaboradores [Lee, 2009]. Un estudio reciente ha reportado el uso de estas nuevas celdas 

con una fase móvil que contenía perclorato de litio, pero aplicado al análisis de CoQ en una 

serie pequeña de muestras [Schou-Pedersen, 2019]. Nuestra experiencia nos indica que es muy 

probable que dicho método no sea aplicable en el ámbito clínico para el análisis de CoQ en 

diferentes muestras biológicas y en grandes series de muestras. El acetato amónico es una sal 

utilizada rutinariamente en muchos laboratorios para distintos métodos de HPLC-ED y de 

espectrometría de masas (MS) [García, 2005; Zheng, 2015]. Su uso en la fase móvil, en lugar 

del perclorato de litio, fue esencial para optimizar el nuevo método de determinación de CoQ. 

Es conocido que el uso de solventes y compuestos de alta pureza en la fase móvil es crucial para 

minimizar la contaminación del detector electroquímico [Kotani, 2009]. En nuestro caso, fue 

necesario utilizar solventes de grado electroquímico previamente filtrados y acetato amónico de 

la mayor pureza disponible para lograr la optimización del método y evitar la pérdida de 

respuesta gradual de la celda electroquímica. La presencia de trazas de impurezas electroactivas 

puede aumentar de forma significativa el ruido de fondo y dañar permanentemente el electrodo 

de trabajo de la celda electroquímica. Por tanto, es muy importante que tanto solventes como 

muestras sean filtrados antes de su uso, y colocar un filtro antes de la entrada a las celdas. En 

nuestro caso, utilizamos dos filtros de grafito, uno antes y otro después del inyector. 

La nueva celda electroquímica 6011RS contiene dos electrodos de trabajo que proporcionan el 

área de superficie necesaria para que tenga lugar la reacción electroquímica (Figura 8). En este 

modelo de celda, las superficies de los electrodos son más pequeñas que las de las celdas que se 

utilizaban con el detector ESA Coulochem II. Pensamos que esto conlleva a que su vida media 

sea más corta, es decir, que con la celda 6011RS los períodos de trabajo antes de que se observe 

una pérdida de respuesta son más cortos. En el nuevo método que hemos desarrollado, los 

componentes son reducidos en el primer electrodo y después oxidados y detectados en el 

segundo. Esta inversión del potencial se utiliza para mejorar la selectividad, ya que de esta 

manera muchos de los interferentes habituales son eliminados o sus concentraciones se ven 

reducidas significativamente [Honeychurch, 2016]. Sin embargo, también es recomendable 

utilizar una celda preanalítica o guard cell ya que, debido a su diseño, ésta permite eliminar 

muchos compuestos electroactivos indeseados y así evitar su llegada y posterior detección en la 
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celda analítica. En nuestro caso, para poder mantener un buen rendimiento de la celda analítica 

en el tiempo fue necesario utilizar una celda preanalítica (modelo 6020RS) y establecer una 

limpieza electroquímica de ambas celdas tras cada análisis. Aunque el nuevo procedimiento que 

hemos desarrollado es más rápido que los métodos previamente reportados por nuestro grupo (la 

duración total es de 10 minutos para todos los especímenes biológicos), la necesidad de 

implementar dicha limpieza electroquímica tras cada análisis hizo que finalmente la duración 

total sea equivalente a la de los métodos previos (20 minutos). 

 

 

Figura 8. Sección transversal de la celda electroquímica 6011RS, donde se observan los dos 

electrodos de trabajo. Adaptada de [Maio, 2022]. 

 

La validación analítica del nuevo método se llevó a cabo mediante el cálculo de diferentes 

propiedades metrológicas, que permitieron constatar un rendimiento analítico adecuado para el 

ámbito del laboratorio clínico. Además, el método fue acreditado por la agencia ENAC (Entidad 

Nacional de Acreditación) de acuerdo a la norma UNE-EN ISO 15189 para laboratorios 

clínicos, la cual supone uno de los máximos niveles de calidad analítica para los laboratorios 

clínicos. Los coeficientes de variación obtenidos, inferiores al 10%, son apropiados para el 

análisis de las concentraciones de CoQ en el ámbito clínico. El intervalo de medida del método 

(0.12-5.6 µmol/L) cubre un amplio rango de concentraciones de CoQ, incluyendo deficiencias 

graves y concentraciones elevadas debidas a la suplementación oral con CoQ. Respecto a los 

límites de decisión clínica, no hay un consenso general. Podemos considerar que el valor más 

bajo del intervalo de referencia (alrededor de 0.4 µmol/L) es el límite para detectar una 

deficiencia plasmática de CoQ, y éste se encuentra dentro del intervalo de medida del nuevo 

método. En cuanto a las concentraciones elevadas de CoQ, no hay un límite de decisión clínica 

claro dado que estos valores sólo se observan en pacientes bajo suplementación con CoQ, e 

igualmente no hay un consenso sobre qué valores plasmáticos de CoQ son los adecuados para la 

monitorización del tratamiento. 
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En relación a los resultados del nuevo programa de control externo de la calidad de ERNDIM 

para la determinación de CoQ en plasma de los años 2020 y 2021, podemos concluir que, 

globalmente, no fueron buenos. Mientras que los resultados individuales de todos los 

participantes fueron generalmente consistentes y presentaban una cierta concordancia, el 

rendimiento global evaluado al final de cada año demostró que algunos de los parámetros eran 

mejorables. La explicación más probable es que el programa ha comenzado recientemente y que 

han participado pocos laboratorios. Mientras que para algunos programas de ERNDIM 

participan más de 200 laboratorios, en el caso de la determinación de CoQ en plasma sólo se 

registraron 11 y 13 participantes en 2020 y 2021, respectivamente. Además, se reportaron tres 

metodologías distintas (HPLC-ED, HPLC-UV y LC-MS/MS), lo que es muy probable que este 

hecho contribuyera a aumentar la variabilidad de resultados entre laboratorios. Teniendo en 

cuenta que, en los últimos años, los métodos basados en la MS se han convertido en los más 

utilizados para el estudio de biomarcadores relacionados con los ECM, nos propusimos 

comparar nuestros resultados con aquéllos reportados por el laboratorio 2, que utilizó un método 

LC-MS/MS para la determinación de CoQ. Aunque sus resultados eran ligeramente superiores 

en muchos casos, la concordancia entre ambos métodos fue buena. Dado que en el año 2021 

únicamente dos participantes reportaron el uso de un método LC-MS/MS, es difícil poder llegar 

a una conclusión respecto a ambas metodologías. Otros aspectos que cabría estudiar con más 

detalle en un futuro son la inestabilidad de la CoQ en la matriz liofilizada, que podría explicar la 

baja recuperación obtenida globalmente, o la presencia de interferencias que pueden afectar 

principalmente a los métodos HPLC-UV y HPLC-ED. En cualquier caso, una de las 

propiedades metrológicas más importantes, que es el coeficiente de variación interlaboratorio, 

disminuyó considerablemente del año 2020 al 2021. A pesar de esta mejoría, es necesaria la 

participación de más laboratorios para poder determinar con certeza la calidad y utilidad de este 

nuevo programa de control externo de la calidad de ERNDIM. 

Finalmente, una de las limitaciones de este último trabajo de la presente tesis doctoral incluye el 

hecho de que la validación del método se llevó a cabo para muestras de plasma. Aunque es 

cierto que evaluamos el rendimiento del nuevo método empleando diferentes muestras 

biológicas, incluyendo todos aquellos especímenes utilizados habitualmente para el diagnóstico 

de las deficiencias de CoQ, el estudio de validación se llevó a cabo únicamente en plasma 

debido a la dificultad de poder disponer de grandes series de muestras de músculo y 

fibroblastos. Otros aspectos que cabría evaluar en futuros estudios incluyen la baja solubilidad y 

estabilidad de la CoQ, y el uso de matrices adecuadas para calibradores y controles. 

En definitiva, este método ha demostrado ser útil para el análisis de CoQ en plasma, incluyendo 

la monitorización del tratamiento oral con CoQ, pero también para detectar deficiencias de CoQ 

como la reportada en la Publicación 3 de esta tesis doctoral. 
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1. Los niveles de ccfmtDNA en LCR de los pacientes mitocondriales son significativamente 

superiores a los que presentan los controles. Además, hemos demostrado la presencia de 

heteroplasmia en el ccfmtDNA de las muestras de LCR, al detectar tanto moléculas del 

fenotipo silvestre como moléculas que presentan deleciones. Estos resultados indican que el 

análisis del ccfmtDNA en LCR puede utilizarse como nuevo biomarcador para el 

diagnóstico y la investigación en EM. 

2. El incremento en el número de copias de ccfmtDNA en LCR de un mismo paciente en dos 

etapas diferentes de su enfermedad sugiere que este nuevo biomarcador también podría 

tener valor pronóstico y emplearse con fines de monitorización de la enfermedad. 

3. La cuantificación de las concentraciones de CoQ en plasma parece ser el mejor biomarcador 

subrogado para la monitorización del tratamiento oral con CoQ, ya que los valores 

plasmáticos de CoQ aumentaron en todos los casos, en contraposición con las diferentes 

respuestas observadas con el resto de muestras biológicas analizadas (BMCs, plaquetas y 

orina). 

4. Aunque no observamos una correlación entre los valores de CoQ en plasma y músculo, cabe 

señalar que, tras la suplementación con CoQ, las concentraciones en músculo aumentaron 

en la mayoría de los sujetos estudiados. Nuestros resultados sugieren que probablemente 

empleando dosis mayores de CoQ todos los sujetos hubiesen mostrado un incremento en las 

concentraciones de CoQ en músculo. 

5. El análisis de CoQ por HPLC-ED permitió la confirmación del diagnóstico de un paciente 

con deficiencia de CoQ, ya que demostramos que tenía una disminución considerable de las 

concentraciones de CoQ tanto en fibroblastos como en músculo. Este caso pone de 

manifiesto que es recomendable analizar las concentraciones de CoQ en diferentes muestras 

biológicas, ya que la deficiencia puede no detectarse si no se escoge el espécimen adecuado. 

6. Hemos validado un nuevo método HPLC-ED que ha demostrado ser útil para el análisis de 

CoQ en plasma, incluyendo la monitorización del tratamiento oral con CoQ, pero también 

para detectar deficiencias de CoQ. Este nuevo procedimiento también puede utilizarse para 

el análisis de otras muestras biológicas, como son músculo, orina y fibroblastos. 

7. Hemos evaluado un programa piloto de control externo de la calidad de ERNDIM para la 

determinación de CoQ en plasma. Los resultados indican una cierta mejoría en el segundo 

año, pero es necesaria la participación de más laboratorios para poder determinar con 

certeza la calidad y utilidad de este nuevo programa. 
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Fuera del ámbito de esta tesis, me gustaría destacar que he tenido la oportunidad de participar en 

el primer estudio epidemiológico de enfermedades mitocondriales llevado a cabo en España 

(segunda publicación de las indicadas en el listado de arriba). En este trabajo, que recoge 2.761 

casos de casi la totalidad de las provincias españolas durante el período comprendido entre 1990 

y 2020, participaron 39 hospitales y centros de diagnóstico. Este estudio supone el primer paso 

en la consolidación de un registro español de enfermedades mitocondriales, que permitirá la 

colaboración con otros registros a nivel mundial, fomentar la investigación y atraer ensayos 

clínicos. 
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