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PFA  Paraformaldehído  
PGC1-α Peroxisome proliferator-activated receptor γ co-activator 1 α 
PHD  Prolyl hydroxylase 
PI3K  Phosphoinositide 3-kinases 
PKA  cAMP-dependent protein kinase 
PKR  Proteína quinasa R 

PNPasa Polinucleótido fosforilasa 
POLRmt Polimerasa de ARN mitocondrial 
PPAR  Peroxisome proliferator-activated receptor 
pS6  Proteína ribosomal S6 fosforilada 
qRT-PCR PCR con transcriptasa inversa 
REV  Reverse 
RF1mt  Mitochondrial release factor 1 
RIN  RNA integrity number 
RM  Resonancia magnética 
RNA  Ribonucleic acid 
RNAsa  Ribonucleasa 
RNA-Seq Secuenciación masiva del transcriptoma 
RNS  Reactive Nitrogen Species  
ROS  Reactive oxygen species 
RPL10a Ribosomal Protein L10a 
RPL22  Ribosomal protein L22 
Rpm  Revoluciones por minuto 
RPS6  Ribosomal protein S6 
RRF1mt Mitochondrial ribosome release factor 1 
S6K1  Ribosomal protein S6 kinase beta-1  



Abreviaciones y acrónimos 
 

VIII 
 

SC   Signos clínicos 
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SEM  Error estándar 
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SREBP   Sterol regulatory element-binding protein 
StAR  Steroidogenic Acute Regulatory Protein 
SURF1  Surfeit Locus Protein 1 
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TEFM  Transcription Elongation Factor, Mitochondrial  
TFAM  Mitochondrial transcription factor A 
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VGLUT2 Vesicular Glutamate Transporter 2 
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Δ  Deleción 
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Resumen 
 

El síndrome de Leigh (SL) es la enfermedad mitocondrial más recurrente en 

infantes. Los pacientes con SL, a pesar de tener un clínica heterogénea, se 

caracterizan por desarrollar lesiones neurológicas bilaterales en el tronco 

encefálico y los ganglios basales que suelen derivar en una muerte prematura. La 

restricción neuroanatómica de estas lesiones ha revelado que no todas las 

neuronas son igual de susceptibles a la deficiencia mitocondrial. De acuerdo con 

esto, el uso de un ratón deficiente para Ndufs4 (Ndufs4KO), una de las 

mutaciones más frecuentes en el SL, que recapitula fehacientemente la patología 

humana, ha establecido que las neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas son 

especialmente vulnerables. Sin embargo, los determinantes de esta 

susceptibilidad están aún por resolver, resaltando la importancia de nuevas 

aproximaciones para el estudio del SL, dado que no existe cura para esta 

enfermedad. Por ello, en esta tesis doctoral hemos combinado un ensayo para el 

aislamiento del ARNm asociado a ribosomas de tipos celulares específicos con 

secuenciación masiva para caracterizar las alteraciones del perfil traduccional 

citosólico de estas dos poblaciones neuronales. El análisis bioinformático de 

estos datos ha revelado que, en respuesta a la deficiencia de Ndufs4, las neuronas 

GABAérgicas del bulbo olfatorio, un área con robusta afectación en el ratón 

Ndufs4KO, activan una respuesta antiviral. Por otro lado, la misma mutación en 

las neuronas glutamatérgicas de otra área igualmente afectada, el núcleo 

vestibular, se traduce en una alteración temprana del metabolismo lipídico 

seguido de un incremento progresivo de la señalización neuropeptídica y la 

biogénesis ribosomal. Así, estos datos resaltan la importancia de la especificidad 

de tipo celular y de la comunicación mitocondria-núcleo en la regulación de la 

disfunción mitocondrial. Para una mejor comprensión de las alteraciones 

subyacentes a la deficiencia mitocondrial, hemos desarrollado y validado una 

herramienta basada en un vector viral que permite de una manera rápida y 
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eficiente aislar el ARNm asociado al ribosoma mitocondrial de tipos celulares 

específicos en tejidos complejos (MitoRiboTag). Con la aplicación de esta técnica 

hemos podido determinar que la deficiencia de Ndufs4 en las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares causa una reducción selectiva de la asociación al 

ribosoma del transcrito Nd1, probablemente bloqueando la biogénesis del 

complejo I mitocondrial. Esta tecnología permite, por primera vez, entender la 

regulación del perfil traduccional mitocondrial y evaluar la compleja 

comunicación mitocondria-núcleo en poblaciones celulares genéticamente 

definidas en condiciones fisiológicas y patológicas in vivo, facilitando el camino 

para el desarrollo de tratamientos efectivos para el SL.  
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Summary 
 

Leigh syndrome (LS) is the most common childhood presentation of 

mitochondrial disease. Albeit clinically heterogeneous, LS is characterized by 

neurological damage, especially restricted to brainstem and basal ganglia, 

usually leading to early death. The anatomic restriction of brain lesions in LS has 

underscored that not all neurons are equally susceptible to mitochondrial 

deficiency. Accordingly, a well-stablished mouse model of LS presenting Ndufs4 

deficiency (Ndufs4KO), one of the most prevalent mutated genes in LS, 

recapitulates the human disease. Using this mouse model, it has been established 

that GABAergic and glutamatergic neurons are especially vulnerable to the 

disease. However, the determinants of this susceptibility remain unknown, 

highlighting the need for novel approaches to study LS since there is no cure for 

this pathology. Hence, in this doctoral thesis we have combined cell-type specific 

ribosome-bound mRNA isolation with next generation sequencing to profile the 

cytosolic translational alterations of these two neuronal populations. 

Bioinformatic analysis of these data revealed that in response to Ndufs4 

deficiency, GABAergic neurons in the olfactory bulb, a severely affected region in 

Ndufs4KO mice, activate an antiviral response. On the other hand, glutamatergic 

neurons in another affected area, the vestibular nuclei, lead to a premature 

impairment of lipid metabolism followed by a progressive increase in 

neuropeptide signaling and ribosome biogenesis. Thus, these results highlight 

the relevance of cell type specific regulation, and mitochondria-nuclear crosstalk 

in neuronal susceptibility to mitochondrial dysfunction. To further understand 

alterations in mitochondrial deficiency, we have developed and validated a novel 

viral vector-based approach to rapidly and efficiently isolate cell type-specific 

mitochondrial ribosome-bound mRNA from complex tissues (MitoRiboTag). 

Using this approach, we have identified that Ndufs4 deficiency in vestibular 

glutamatergic neurons causes a selective reduction in the ribosomal loading of  

Nd1 transcript, which may lead to blockage of complex I biogenesis. Thus, this 
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technology allows, for the first time, to understand the mitochondrial 

translational profile regulation and to evaluate the complex mitochondria-

nucleus crosstalk of genetically-defined populations in physiological and 

pathological conditions in vivo, paving the way for the development of effective 

therapies for LS.   
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1. La mitocondria y su especialización multifuncional 

Hace aproximadamente 1.500 millones de años, en una biósfera cada vez más 

aeróbica, un precursor de célula eucariota incorporó por endosimbiosis una 

proteobacteria capaz de realizar, entre otras funciones, la respiración aeróbica 

(Sagan, 1967; Roger et al., 2017). Dicha proteobacteria se acabaría convirtiendo 

en la actual mitocondria, descubierta por primera vez por Richard Altmann y 

descrita, posteriormente, por Carl Benda a finales del siglo XIX (revisado en 

Ernster and Schatz, 1981). Actualmente, la mitocondria es considerada como el 

orgánulo encargado de generar más del 80% de la energía química (adenosín 

trifosfato o ATP) que sostiene las funciones celulares eucariotas, a través de la 

fosforilación oxidativa (Papa et al., 2012a). No obstante, evolutivamente, la 

mitocondria ha adquirido funciones adicionales a la producción y regulación 

bioenergética, fundamentales también para el mantenimiento de la homeostasis 

celular. De este modo, interviene de manera directa en la señalización celular 

(Ca2+ y estrés oxidativo) y en la iniciación de la apoptosis (Osellame et al., 2012; 

Herst et al., 2017), en la respuesta inmune a nivel metabólico y fisiológico (Breda 

et al., 2019), en el envejecimiento celular (Bratic and Larsson, 2013) y en la 

biosíntesis de esteroides (Miller, 2013), aminoácidos, lípidos y nucleótidos 

(Osellame et al., 2012; Herst et al., 2017), entre otras funciones.  

La especialización multifuncional de la mitocondria ha sido posible gracias a la 

transferencia de la mayor parte del material genético mitocondrial al genoma 

nuclear (~1.100 proteínas) (Lane and Martin, 2010; Wang, 2012; Vafai and 

Mootha, 2012). Aproximadamente dos terceras partes del total de las proteínas 

con función mitocondrial conservan un origen filogenéticamente bacteriano, 

mientras que la parte restante procedería de variantes genéticas posteriormente 

adquiridas en la propia célula eucariota. Al mismo tiempo, el éxito del 

mantenimiento de las distintas funciones mitocondriales reside en una estrecha 

coordinación entre ambos genomas; nuclear y mitocondrial (Vafai and Mootha, 

2012). Notablemente, esta coordinación depende del tipo celular o tejido y del 
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contexto ambiental (Dubinsky, 2009; Vafai and Mootha, 2012). Igualmente, 

factores como la edad, el sexo (Sanz et al., 2007; Sun et al., 2016; Khalifa et al., 

2017), el fondo genético mitocondrial (haplotipo) o la cantidad de copias del 

ADN mitocondrial (ADNmt) y sus variantes genéticas (heteroplasmia) dirigen los 

cambios de expresión génica, tanto a nivel nuclear como mitocondrial (Stewart 

and Chinnery, 2015; Liu et al., 2017). En conjunto, estos factores gobiernan las 

distintas funciones fisiológicas y, especialmente, condicionan la severidad o 

progresión patológica (Pinto and Moraes; 2013; Hirose et al., 2018).  

  

1.1. La fosforilación oxidativa en la síntesis de ATP 

La fosforilación oxidativa, encargada de generar ATP, se considera la principal 

actividad de la mitocondria (Chance and Williams, 1956). En este proceso, la 

cadena de transporte de electrones es capaz de oxidar los cofactores NADH 

(Nicotinamida adenina dinucleótido) y FADH2 (Flavín adenín dinucleótido) 

generando un gradiente electroquímico de protones (potencial de membrana 

mitocondrial o Δѱm) en el espacio intermembrana mitocondrial. Estos iones 

acabarán traspasando por la ATP-sintetasa (Complejo V) a la matriz 

mitocondrial por quimiosmosis, promoviendo el paso de ADP (Adenosín 

difosfato) a ATP (Mitchell, 1961; Wallace, 1999; Poian et al., 2010). 

Notablemente, la fosforilación oxidativa es posible gracias a la reducción previa 

de los cofactores NAD+ y FAD+, a través de la glucólisis, ciclo de Krebs, β-

oxidación de ácidos grasos y de la oxidación de aminoácidos (Wallace, 1999; 

Poian et al., 2010) (Figura 1).  
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La cadena de transporte de electrones se compone por cuatro complejos (I-IV). 

De estos, solo los complejos I, III y IV son capaces de bombear protones al espacio 

intermembrana. Para ello, los distintos complejos necesitan cargarse 

negativamente a través del transporte de electrones, liberados de la oxidación 

de los cofactores NADH y FADH2,  entre centros redox de menor a mayor afinidad 

que contienen en sus estructuras (Papa et al., 2012; Zhao et al., 2019; Ramsay, 

Figura 1. Esquematización de las vías implicadas en la fosforilación oxidativa. Se 
representan en azul los procesos involucrados, directa o indirectamente, en la reducción de los 
cofactores NADH y FADH2. En gris se indican las principales enzimas implicadas. Estos 
cofactores son posteriormente utilizados en la cadena de transporte de electrones (complejo 
I-IV) para generar el gradiente de protones (H+) necesario para la síntesis de ATP, a través de 
la ATP sintetasa. Específicamente, la oxidación de estos cofactores permite el transporte de 
electrones oxidados (flechas rojas) y el bombeo de protones al espacio intermembrana. 
Q:Coenzima Q10 y Cit-c: Citocromo c.  
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2019). Los núcleos redox se componen por combinaciones variables de flavinas, 

Fe-S (hierro-azufre), diferentes grupos hemo y/o cobre (Ramsay, 2019).  

Concretamente, en la fosforilación oxidativa el complejo I (NADH- ubiquinona 

oxidorreductasa) oxida la coenzima NADH. Los electrones que se desprenden 

saltan de un centro redox a otro, generando suficiente energía para el bombeo 

de protones. Posteriormente, la carga negativa se traslada a la coenzima Q10 o 

ubiquinona. Al mismo tiempo, el complejo II (Succinato-Q oxidorreductasa) 

oxida FADH2 y traspasa, también, los electrones a la coenzima Q10. Esta coenzima 

transporta las cargas al complejo III (Q-citocromo c oxidorreductasa) que de 

nuevo usa dichas cargas para bombear más protones. Finalmente, los electrones 

son transferidos al citocromo c, que los transfiere al complejo IV (Citocromo c 

oxidasa). Este último complejo, además de bombear protones termina con la 

reducción de oxígeno en H2O.  El gradiente generado de protones permite la 

síntesis de ATP. Por cada molécula de NADH se genera un total de ~2,5 moléculas 

de ATP, además de agua, CO2 y NH3 (Papa et al., 2012; Zhao et al., 2019; Ramsay, 

2019). 

Es importante destacar que la fosforilación oxidativa es posible gracias a la 

intervención de diversos factores de ensamblaje nucleares y otras proteínas 

auxiliares que coordinan la correcta conformación e inserción de los complejos 

de la cadena de transporte de electrones en las crestas mitocondriales (Tabla 1) 

(Alston et al., 2017), atendiendo la demanda energética celular de cada 

momento.  
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Tabla 1. Listado de genes que componen los distintos complejos de la fosforilación 
oxidativa, según sean codificados en el genoma nuclear o mitocondrial, y de los factores de 
ensamblaje o auxiliares relevantes para la actividad metabólica energética. ADNn=ADN 
nuclear (Adaptado de Alston et al., 2017).  

Componente 
Complejo  

I 
Complejo 

II 
Complejo 

III 
Complejo 

IV 
Complejo 

IV 
Subunidades 

proteicas 
codificadas en 

el ADNmt 

MTND1, MTND2, 
MTND3, MTND4, 
MTND4L, MTND5, 
MTND6 

- 

MTCYB MTCO1, 
MTCO2, 
MTCO3 

MTAP6, 
MTAP8 

Subunidades 
proteicas 

codificadas en 
el ADNn 

NDUFS1,NDUFS2, 
NDUFS3, NDUFS4, 
NDUFS5, NDUFS6,  
NDUFS7, NDUFS8, 
NDUFA1, NDUFA2, 
NDUFA3, NDUFA5, 
NDUFA6, NDUFA7, 
NDUFA8, NDUFA9, 
NDUFA10, DUFA11, 
NDUFA12, NDUFA13,  
NDUFAB1,NDUFV1, 
NDUFV2, NDUFV3, 
NDUFB1, NDUFB2, 
NDUFB3, NDUFB4, 
NDUFB5, NDUFB6, 
NDUFB7, NDUFB8, 
NDUFB9, NDUFB10, 
NDUFB11, NDUFC1, 
NDUFC2 

SDHA, 
SDHB, 
SDHC, 
SDHD 

UQCRB, 
UQCRC1, 
CYC1, 
UQCRC2, 
UQCRFS1, 
UQCRH, 
UQCRQ, 
UQCR10, 
UQCR11 

COX4, 
COX5A, 
COX5B, 
COX6A, 
COX6B,  
COX6C, 
COX7A, 
COX7B, 
COX7C, 
COX8 

ATP5A1, 
ATP5B, 
ATP5C1, 
ATP5D, 
ATP5E, 
ATP5F1, 
ATP5G1, 
ATP5G2, 
ATP5G3, 
ATP5H, 
ATP5I, 
ATP5O,  
ATP5J, 
ATP5J2, 
ATP5L, 
ATP5L2  

Factores de 
ensamblaje o 

auxiliares 

NDUFAF1, NDUFAF2, 
NDUFAF3, NDUFAF4,  
NDUFAF5, NDUFAF6, 
NDUFAF7, FOXRED1, 
ACAD9, ECSIT, 
NUBPL, TMEM126B, 
TIMMDC1, C17orf89 

SDHAF1, 
SDHAF2, 
SDHAF3, 
SDHAF4 

BCS1L, 
LYRM7, 
UQCC1, 
UQCC2, 
UQCC3, 
TTC19, 
PTCD2 

COA1, 
COA3, 
COA4, 
COA5, 
COA6, 
COA7, 
COX10, 
COX11, 
COX14, 
COX15, 
COX16, 
COX17, 
COX18, 
COX19, 
COX20, 
SCO1, 
SCO2, 
SURF1, 
PET117, 
LRPPRC, 
PET100, 
CEP89, 
TACO1, 
OXA1L, 
APOPT1, 
NDUFA4, 
FASTKD2 

ATPAF1, 
ATPAF2, 
TMEM70 
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Recientemente, se ha observado que estos complejos pueden organizarse en los 

llamados “supercomplejos” o “respirosomas”. Principalmente, se han podido 

determinar las siguientes estequiometrías: III2IV1, I1III2, I1III2IV1, and I2III2IV1–2 

(Signes and Fernandez-vizarra, 2018), aunque se ha postulado que incluso sean 

más complejas. En cuanto a su formación, principalmente existen dos teorías: 1) 

Según el modelo de plasticidad, principal teoría aceptada, el ensamblaje 

individual de los complejos es previo a la formación de las super estructuras. 

Esto permite una rápida asociación-disociación adecuada a las necesidades 

bioenergéticas de cada momento (Acín-Pérez et al., 2008). En consecuencia, el 

complejo II, IV y parte del III se encontrarían principalmente libres, mientras que 

una gran proporción del III se uniría con el complejo I (Guo et al., 2018). 2) La 

segunda teoría más apoyada, postula que el montaje de las distintas estructuras 

individuales requiere de la formación en paralelo de los respirosomas. En este 

sentido, se ha hipotetizado que previamente a la formación del complejo I, se 

requeriría la formación de la estructura III2-IV-preI (Moreno-Lastres et al., 2012). 

No obstante, la función y regularización estricta de los respirosomas, a nivel 

basal y patológico, sigue siendo una incógnita hoy en día. En cualquier caso, 

alteraciones en el conjunto de estos complejos se han visto relacionadas con 

múltiples patologías (Alston et al., 2017). 

 

2. Particularidades de la mitocondria en el sistema nervioso central  

La función mitocondrial es especialmente relevante en aquellos tejidos con alta 

demanda energética, como el sistema nervioso central (SNC). Concretamente, la 

fosforilación oxidativa junto la capacidad de modular los niveles de Ca2+, han 

convertido a la mitocondria en un organoide esencial en el SNC, dado que estos 

procesos intervienen en la sinaptogénesis, poda axonal y, especialmente, en la 

neurotransmisión (Devine and Kittler, 2018). En referencia a este último 

proceso, el mantenimiento de los circuitos neurológicos consume una gran 

cantidad de ATP. Específicamente, el reciclaje vesicular y el mantenimiento del 
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potencial de membrana en los terminales axonales se cree son los procesos con 

mayor gasto energético del SNC, en parte sujetos al bombeo de iones 

dependiente de ATP (Vos et al., 2010; Harris et al., 2012). Igualmente, en las 

dendritas, la integración de la respuesta postsináptica o plasticidad sináptica 

produce, entre otras respuestas, un incremento de la síntesis proteica, que 

también requiere de altos niveles de ATP, consumiendo específicamente ~4 

moléculas de ATP por cada puente peptídico sintetizado (Rangaraju et al., 2019). 

Por tanto, la distribución de la mitocondria a lo largo de la neurona ha permitido 

su especialización funcional a niveles subcelulares, posibilitando el desarrollo de 

funciones complejas y heterogéneas en paralelo. En consecuencia, alteraciones 

en la maquinaria mitocondrial tienen un impacto múltiple en las distintas 

funciones neuronales (Stauch et al., 2014; Grimm et al., 2018).    

Adicionalmente al papel que desarrolla la mitocondria a nivel neuronal, el 

metabolismo mitocondrial se ha relacionado con otros tipos celulares del SNC. 

Concretamente, en los astrocitos, clásicamente considerados glucolíticos, se ha 

observado un incremento de genes relacionados con la vía de oxidación de los 

ácidos grasos en la mitocondria (Eraso-Pichot et al., 2018), demostrando una 

especialización diferente del organelo en la gestión energética. Por otro lado, 

algunos estudios han demostrado la existencia del intercambio mitocondrial 

entre distintos tipos celulares del SNC. Específicamente, se ha observado que 

mitocondrias neuronales disfuncionales podrían degradarse fisiológicamente en 

el astrocito por transmitofagia (Davis et al., 2014) o, en casos patológicos, 

intercambiarse por mitocondrias sanas de origen glial (Hayakawa et al., 2017). 

Estos hechos añaden un nivel de complejidad adicional a la biología mitocondrial 

en este tejido, alejándose de la clásica visión en la que una mitocondria se crea y 

se destruye dentro de la misma célula. De este modo, es relevante entender el 

mantenimiento de la homeostasis bioenergética cerebral como el resultado de la 

integración de la función mitocondrial a nivel intra- e intercelular (Qi et al., 2020) 

(Figura 2). 
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3. Enfermedades mitocondriales y su implicación en la 

neurodegeneración 

La especialización multifuncional de la mitocondria en el SNC es especialmente 

evidente en caso patológico. Defectos en el metabolismo bioenergético suelen 

derivar en problemas neurológicos severos con un espectro heterogéneo de 

susceptibilidad celular y neuroanatómica (Dubinsky, 2009; Pinto and Moraes, 

2013). Así, por ejemplo, en el caso de la Neuropatía óptica hereditaria de Leber, 

derivada de mutaciones en el ADNmt, se puede observar una degeneración 

restringida de las células ganglionares de la retina (Meyerson et al., 2015). Este 

conjunto de patologías son conocidas bajo el nombre de enfermedades 

mitocondriales, las cuales pueden clasificarse como primarias o secundarias. Las 

enfermedades mitocondriales primarias (EMP) son consecuencia de mutaciones 

directamente relacionadas con la función de la fosforilación oxidativa, mientras 

que las secundarias (EMS) representan aquellas alteraciones del funcionamiento 

Figura 2. La mitocondria en el SNC. Representación de la compleja especialización 
mitocondrial a nivel subcelular e intercelular en el SNC (OAG: Oxidación ácidos grasos). 
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mitocondrial derivadas de otros errores genéticos o factores ambientales 

(Niyazov et al., 2016). Notablemente, la marcada restricción neuroanatómica y 

celular en la especialización de la función mitocondrial, tanto a nivel fisiológico 

como patológico, pone al organelo en una posición relevante para la 

investigación de un amplio espectro de enfermedades neurodegenerativas 

(Figura 3). Así, por ejemplo, en muestras de pacientes con Parkinson, que sufren 

una clara degeneración de las neuronas dopaminérgicas localizadas en la región 

de la Substantia nigra pars compacta, se puede observar un incremento de la 

biogénesis mitocondrial a nivel axonal (Reeve et al., 2018). Por otro lado, en 

pacientes con Alzheimer, que se caracterizan por un detrimento de las neuronas 

colinérgicas con impacto en la corteza cerebral y del hipocampo, existe una 

disminución del contenido mitocondrial sináptico en regiones específicas 

corticales (Pickett et al., 2018). Por tanto, comprender el impacto directo del 

daño mitocondrial en las EMP puede ser de utilidad para conocer las bases 

moleculares subyacentes en las EMS, como el Alzheimer, Parkinson, Huntington 

o la esclerosis lateral amiotrófica (Cabral-Costa and Kowaltowski, 2020).  

 

Cabe destacar que, aunque las EMP afectan principalmente a tejidos con alta 

demanda energética como los músculos, el corazón y/o el SNC, suelen tener 

también una afectación a nivel multisistémico (Suomalainen and Battersby, 

Figura 3. Representación del impacto de la disfunción mitocondrial en un amplio 
espectro de enfermedades neurodegenerativas. La restricción del daño neuroanatómico 
define las neuropatologías con disfunción primaria en la maquinaria mitocondrial (LHON: 
Leber hereditary optic neuropathy, MELAS: Mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, 
and stroke-like episodes y Síndrome de Leigh) o secundaria (Enfermedad de Parkinson, 
Alzheimer o Huntington y Esclerosis lateral amiotrófica).  
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2017). Asimismo, la etiología genética de estas enfermedades suele ser diversa, 

afectando tanto el ADN nuclear (ADNn) como el mitocondrial. En conjunto con la 

heterogeneidad del tipo celular o tejido implicado, alteraciones en distintos 

genes pueden converger en un mismo signo clínico. Por otro lado, una misma 

mutación puede tener distintos efectos según el tejido donde se localice, 

especialmente, dependiendo del grado de heteroplasmia en el caso de las 

mutaciones del ADNmt (Wallace, 1999). En consecuencia, estas características 

de las EMP dificultan establecer una correlación genotipo-fenotipo (Ng and 

Turnbull, 2016; Alston et al., 2017) y encontrar una cura efectiva (Zhang et al., 

2020). Igualmente, pese a los numerosos avances científicos desde el primer 

diagnóstico genético para EMP (Holt et al., 1988; Wallace et al., 1988), establecer 

la prevalencia de estas enfermedades sigue siendo complicado. Actualmente, se 

estima que en adultos es de aproximadamente 1:4.300, teniendo en cuenta las 

mutaciones en el ADN nuclear y mitocondrial y aquellos individuos con riesgo de 

desarrollar EMP durante su vida o de transmitir una mutación patológica 

(Gorman et al., 2015). Por otro lado, en menores de 16 años se encontrarían entre 

5-15 casos por cada 100.000 habitantes (Darin et al., 2001; Skladal et al., 2003). 

Pese a estas dificultades, la gran diversidad de EMP puede subclasificarse según 

el grado de deprivación energética, simplificando establecer un diagnóstico y, en 

extensión, un pronóstico. Asimismo, según el grado de heteroplasmia una misma 

mutación puede subclasificarse en distintas patologías mitocondriales (White et 

al., 1999), facilitando su estudio posterior.   

 

4. El síndrome de Leigh como enfermedad mitocondrial primaria 

Dentro de las EMP, el Síndrome de Leigh (SL) es una de las manifestaciones 

clínicas de enfermedad mitocondrial con afectación neurológica más severas que 

existe (Finsterer, 2008). Adicionalmente, los pacientes con SL presentan un 

patrón muy restringido del daño neuroanatómico, ofreciendo una oportunidad 

única para entender el impacto patológico de la disfunción mitocondrial en el 
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SNC, incluso teniendo en cuenta la especialización multifuncional del organelo 

dependiente del contexto celular.  

 

4.1. Historia, prevalencia y prognosis del SL 

El SL, también conocido como encefalomielopatía necrotizante subaguda (OMIM: 

#256000), fue descrito por primera vez en 1951 por el Dr. Denis Leigh a través 

del caso de un infante varón, de 7 meses de edad, fallecido al cabo de 6 semanas 

por un trastorno severo del SNC. A nivel neuropatológico, se localizaron lesiones 

necróticas subagudas simétricas y bilaterales en áreas del tálamo, tronco 

encefálico y de la médula espinal. Lesiones que iban acompañadas de una 

prolífera vascularización, microglía y astroglía (Leigh, 1951).   

Actualmente, el SL se conoce como la enfermedad mitocondrial infantil más 

recurrente con una prevalencia de 1 de cada 40.000 nacimientos vivos (Rahman 

et al., 1996; Chen et al., 2018). No obstante, existen algunas poblaciones con una 

incidencia mayor de casos debido a un efecto fundador, tales como la región 

canadiense de Saguenay-Lac-Saint-Jean (~1:2.000) (Morin et al., 1993) o las islas 

Feroe de Dinamarca (~1:1.700) (Ostergaard et al., 2007).  

La aparición de la patología en el SL suele darse a edad propiamente infantil (<2 

años) (Sofou et al., 2014). No obstante, también existen casos prenatales 

(Leshinsky-Silver et al., 2010), en menor frecuencia en adolescentes y, en raras 

ocasiones en adultos (Finsterer, 2008; Mckelvie et al., 2012; Wesolowska et al., 

2015; Jabeen et al., 2016), sin que existan diferencias significativas relativas al 

sexo (Sofou et al., 2014).  

La supervivencia en el SL es variable, aunque la mayoría de los pacientes tienen 

un mal pronóstico con una supervivencia media de ~1,8 años después de la 

primera aparición sintomatológica del SL (Sofou et al., 2014). Los casos con una 

prognosis más severa se han asociado principalmente a una aparición muy 

temprana de la enfermedad, con variantes genéticas definidas, como la 
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deficiencia del gen NDUFS4 (Assouline et al., 2012), epilepsia y retraso 

significativo del crecimiento (Sofou et al., 2014).  

 

4.2. Signos clínicos y diagnóstico del SL 

Después de un desarrollo aparentemente normal, usualmente precedido por un 

episodio de alteración metabólica, como una infección o una intervención 

quirúrgica, los pacientes con el SL empiezan a desarrollar las primeras 

manifestaciones clínicas (Sofou et al., 2014; Schubert and Vilarinho, 2020). 

Raramente, algunos pacientes presentan en primer lugar hipertricosis en 

extremidades y frente, atribuibles a mutaciones en el gen SURF1 del complejo IV 

de la cadena de transporte de electrones (Baertling et al., 2013). No obstante, lo 

más frecuente es que antes de los dos años, estos pacientes manifiesten los 

signos clínicos correspondientes a la neurodegeneración propia del SL, que se 

traducen principalmente en daño neurológico y motor, derivando en pérdida de 

las aptitudes adquiridas psicomotoras; oftalmoplejía con nistagmo y/o atrofia 

ocular; disfagia con consecuente pérdida de peso, vómitos y retraso en el 

crecimiento; ataxia, hipotonía, distonía, parálisis de los nervios craneales, 

polineuropatía motora y miopatía; anomalías respiratorias severas y, en algunos 

casos, retinitis pigmentosa o sordera. Dentro de esta clínica, cabe destacar la 

prevalencia de las anomalías respiratorias con una representación del 64-72% 

del total de casos clínicos con SL, que suelen derivar en fallo respiratorio agudo, 

siendo la principal causa de fallecimiento en el SL. Dificultando aún más el 

pronóstico, la epilepsia también es un signo clínico habitual en el SL, pudiendo 

presentarse hasta en un 40-50% de los pacientes con SL. Además de los signos 

neurológicos y motores, los pacientes con SL pueden mostrar afectación 

cardíaca, gastrointestinal y endocrina, entre otros signos (Figura 4) (Finsterer, 

2008; Sofou et al., 2014; Ruhoy and Saneto, 2014; Gerards et al., 2016; Lee et al., 

2019). Los casos de aparición en adultos suelen derivar, además, en discapacidad 
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intelectual, pérdida de memoria, alucinaciones y dolores de cabeza (Gray et al., 

1984; Mckelvie et al., 2012).  

 

 

El diagnóstico del SL es complejo debido al gran solapamiento clínico y molecular 

de las EMP. En 1996 Rahman et al., y, posteriormente, en 2016 Lake et al.,  

establecieron los criterios para el diagnóstico del SL, definiéndolo como una 

enfermedad neurodegenerativa progresiva conteniente de 1) retraso motor e 

intelectual, 2) daño clínico asociado al tronco encefálico y/o los ganglios basales 

y 3) disfunción del metabolismo energético mitocondrial debido a errores en la 

Figura 4. Signos clínicos presentes en la progresión del síndrome de Leigh siendo los 
problemas neurológicos (rojo) los más severos.  
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fosforilación oxidativa o en la piruvato deshidrogenasa; en cualquier otro gen 

relacionado directamente con la producción energética mitocondrial; o niveles 

elevados de lactato en el suero o en el líquido cefalorraquídeo (LCR). Por otra 

parte, en 2014 Baertling et al., propuso una guía detallada para el diagnóstico del 

SL, basada principalmente en imágenes de resonancia magnética (RM) para la 

detección de las lesiones neurológicas, análisis bioquímico de lactato y otros 

compuestos de la biosíntesis energética y, finalmente, en el diagnóstico genético 

(Tabla 2). Sin embargo, es importante tener en cuenta que ciertas pruebas 

metabólicas y bioquímicas pueden tener resultados negativos dependiendo del 

tejido estudiado. Por ello, es importante conocer la fisiopatología exacta de cada 

caso antes de determinar un diagnóstico definitivo (Gerards, 2014).  

Tabla 2. Protocolo de diagnóstico para la detección de SL y exclusión de otras enfermedades 
metabólicas. Adaptado de Baertling et al., 2014; Schubert and Vilarinho, 2020. 

Historial 
familiar 

• Aparición de la enfermedad (infección, cirugía, evento) 
• Detección de retroceso/pérdida psicomotora 
• Exclusión de diagnóstico diferencial 

 

Exploración 
física 

 

• Afectación funcional ganglios basales o tronco encefálico 
(Nistagmo, disfunción autonómica, etc.) 

• Otros (Hipertricosis, etc.) 
 

Parámetros 
bioquímicos 

 

• Acidosis láctica 
• Hiperalaninemia 
• Ácidos orgánicos en orina 
• Panel de Carnitina 
• Parámetros generales bioquímicos 
• Otros 

 

Resonancia 
magnética 

 

• Lesiones simétricas bilaterales 
• Incremento de lactato por espectroscopia 
• Otros 

 

Análisis 
genético 

• Gen específico de acuerdo con los resultados anteriores 
• Secuenciación masiva en caso de necesidad 

 
 

Biopsia 
piel/músculo 

 

• Prueba invasiva solo en caso de necesidad 
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4.3. Etiología genética del SL 

De igual modo que las manifestaciones clínicas, el origen genético en el SL es muy 

heterogéneo, traduciéndose en una amplia variabilidad en la progresión de la 

enfermedad sin una correlación genotipo-fenotipo clara. Aproximadamente un 

20-25% de las mutaciones tienen lugar en el ADNmt, mientras que el resto se 

encuentran en el ADNn, resultado de la proporción de genes mitocondriales 

codificados en este genoma (Ruhoy and Saneto, 2014). Estas mutaciones pueden 

ser de novo o ser transmitidas por herencia materna,  ligadas al cromosoma X, 

autosómicas dominantes o autosómicas recesivas (en la mayoría de los casos) 

(Lake et al., 2016). Desde el primer diagnóstico genético para SL (Hammans et 

al., 1991), se han identificado más de 75 genes como causa genética de SL. 

Prácticamente la mitad de estas aberraciones genéticas se han determinado en 

la última década gracias a los progresos en secuenciación genómica (Lake et al., 

2016). Siguiendo con el criterio de diagnóstico establecido en 1996, comentado 

anteriormente, la mayoría de las mutaciones tienen un impacto directo en la 

fosforilación oxidativa o la actividad piruvato deshidrogenasa. No obstante, 

impactos en el mantenimiento del ADNmt, transcripción y traducción, así como, 

en procesos implicados en la importación o exportación de enzimas u otro 

material relevante en el metabolismo energético mitocondrial, pueden derivar 

en el SL (Finsterer, 2008). Se resumen en la Tabla 3, según la función 

biomolecular, los genes nucleares y mitocondriales relacionados con el SL 

descubiertos hasta la fecha.  
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Tabla 3. Genes nucleares y mitocondriales con mutaciones descritas responsables de causar 
el SL. Se destacan en negrita los dos genes con mayor número de casos en el SL. Modificado de Lake 
et al., 2016; Schubert and Vilarinho, 2020. 

Deficiencia bioquímica Genes con mutaciones genéticas descritas 

Complejo I MTND1, MTND2, MTND3, MTND4, MTND5, MTND6, 

NDUFV1, NDUFV2, NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, 

NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8, NDUFA1, NDUFA2, 

NDUFA9, NDUFA10, NDUFA12, NDUFAF2, NDUFAF5, 

NDUFAF6, FOXRED, NDUFB8, C17ORF89, FOXRED1, 

NUBPL 

Complejo II SDHA, SDHAF1 

Complejo III UQCRQ, BCS1L, TTC19 

Complejo IV MTCO3, NDUFAF2, NDUFAF4, SURF1, COX8A, COX10, 

COX15, SCO2, PET100, LRPPRC, TACO1, ETHE1 

ATP sintetasa MTATP6 

Coenzima Q10 PDSS2, COQ9 

Actividad piruvato 

deshidrogenasa 

HIBCH, ECHS1, SERAC1, AIFM1 

Replicación ADNmt FBXL4, POLG, POLG2, SUCLA2, SUCLG1, TWNK, 

SLC25A4, MPV17 

Traducción Mitocondrial MTTI, MTTK, MTTL1, MTTV, MTTW, MTFMT, 

GTPBP3, TRMU, EARS2, FARS2, IARS2, NARS2, GFM1, 

GFM2, TSFM, C12orf65, PNPT1, LRPRC, TACO1, 

C12Orf65, MRPS39 

Dinámica mitocondrial SLC25A46, DNM1L, MFN2, RRM2B 

Otras vías con 

implicación indirecta en 

la síntesis energética 

mitocondrial  

SLC25A19, BTD, TPK1, SLC19A3, LIPT1, LIAS, BOLA3, 

HIBCH, ECHS1, SERAC1, ETHE1, CLPB, SPG7, PNPT1, 

ADAR, RNASEH1, ADAR, RNASEH1, RANBP2, NUP62, 

SLC39A8 

 

La mayoría de los casos con SL tienen afectación directa en subunidades o 

factores de ensamblaje de los complejos I y IV. Específicamente, la deficiencia del 

complejo I es la causa más frecuente de SL, suponiendo un ~30% de los casos. 

Asimismo, la presentación clínica más habitual de la deficiencia del complejo I es 

el SL (Fassone and Rahman, 2012; Sofou et al., 2014). En este caso, la mutación 

autosómica recesiva más frecuente en SL para el complejo I es la deficiencia de 

la subunidad NDUFS4 (NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4), 

con >20 casos descritos (Fassone and Rahman, 2012). Se debe tener en cuenta 
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que el complejo I, con 45 subunidades, es una de las enzimas transmembrana 

más grandes de la célula (Zhu et al., 2016). Por tanto, múltiples mutaciones 

pueden afectar esta estructura. En segundo lugar, aproximadamente con un 

~15% de los casos, se encuentra la deficiencia del complejo IV. 

Comparativamente con el complejo I, el gen codificante para el factor de 

ensamblaje SURF1 (Surfeit Locus Protein 1) sería el principal responsable, con 

>200 casos reportados (Lake et al., 2016). En tercer lugar, se encuentra la 

deficiencia en el complejo de la ATP sintetasa con un 10%-20% de los casos. 

Particularmente, en esta situación solo se han publicado mutaciones en el gen 

MTATP6, codificado en el ADNmt (Lopez-Gallardo et al., 2014). El resto de las 

mutaciones afectarían a los complejos II, III y Coenzima Q10 con una 

representación <10% de los casos o a genes asociados con la piruvato 

deshidrogenasa (Rahman et al., 1996; Ma et al., 2013; Sofou et al., 2014; Lake et 

al., 2016). Es importante destacar que aún existen muchas variantes genéticas en 

el SL que no se han identificado, dificultando la caracterización del origen 

genético de esta enfermedad (Lake et al., 2016). 

 

4.4. Neuropatología en el SL 

Dentro de las EMP, el SL se caracteriza principalmente por presentar lesiones 

focales, necróticas simétricas y bilaterales que se encuentran a lo largo del 

neuroaxis, principalmente a nivel de sustancia gris. La bilateralidad del daño 

neurológico es una particularidad que define el SL. Imágenes de RM han 

demostrado que los pacientes con SL típicamente presentan lesiones en regiones 

del tronco encefálico y/o en los ganglios basales, destacando la región del 

putamen y la Substantia nigra. En ciertos casos pueden encontrarse lesiones 

también en el tálamo, médula espinal y cerebelo, específicamente, en el núcleo 

dentado de éste (Figura 5) (Lake et al., 2015).  
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Figura 5. Imágenes de resonancia magnética T2 en paciente de 3 años con síndrome de 
Leigh. A) Imagen coronal muestra lesiones simétricas en el núcleo subtalámico (flecha fina), 
sustancia negra (flecha gruesa) y en parte del putamen (punta de flecha) de los ganglios basales. 
B) Prolongación axial con lesiones en la medula del tronco encefálico (flecha fina), pedúnculos 
cerebelosos inferiores (flecha gruesa) y en el núcleo dentado (punta de flecha). Adaptado de Rossi 
et al., 2003.  

Otra particularidad del SL es la alta concentración de lactato en el LCR y en el 

parénquima cerebral. Esto correlaciona con que los pacientes con el SL muestran 

acidosis láctica en suero, aunque habitualmente las concentraciones altas de 

lactato son indetectables por esta vía (suero). En este sentido, la RM-

espectroscópica tiene una sensibilidad superior (Chi et al., 2011).  

A nivel histológico, las lesiones neuropatológicas muestran una preservación 

neuronal relativa, con neuropilos caracterizados por presentar vacuolización 

(que deriva en espongiosis), desmielinización, gliosis y proliferación e 

hipertrofia vascular, resultando en un patrón neurodegenerativo (Finsterer, 

2008; Ruhoy and Saneto, 2014; Lake et al., 2015). La desmielinización es un 

rasgo propio de la leucoencefalopatía, que indica una interrupción de la 

transmisión neuronal por la pérdida de oligodendrocitos. Además, es una 

característica típica de la deficiencia del complejo I mitocondrial (Fassone and 

Rahman, 2012). En referencia al engrosamiento vascular, este va acompañado 

por una expansión del núcleo de las células endoteliales y una reducción del 

citoplasma. En algunos casos, se ha observado ensanchamiento ventricular antes 

de la aparición de los daños tisulares (Chi et al., 1994).  
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4.5. Tratamientos clínicos para el SL 

Actualmente, la mayoría de los tratamientos para el SL son paliativos o están 

enfocados en ralentizar la progresión de la enfermedad (Tabla 4). No obstante, 

la mayoría de estos pierden su efectividad al interrumpirse su administración. 

Las distintas variantes genéticas, la baja incidencia de pacientes con SL y la 

diferencia en el rango de edad de estos han dificultado los ensayos clínicos 

longitudinales, complicando la búsqueda de una cura efectiva (Chen et al., 2018; 

Schubert and Vilarinho, 2020). Asimismo, cabe tener en cuenta que no todos los 

tratamientos son válidos para todo el espectro clínico del SL. 

Tabla 4. Resumen de los principales tratamientos administrados a pacientes con el SL y sus 
beneficios principales.  

Tratamiento Efecto 

Coenzima Q10 o derivados (EPI-743 o 

Idebenona) 

↑ Flujo de electrones 

↓ Daño oxidativo 

Vitamina B2 ( riboflavina) ↓ Acidosis láctica (Complejo I) 

Vitamina B1 (tiamina) o B7 (biotina) 
↑ Piruvato deshidrogenasa  

↑ Transportador SLC19A3 

Piruvato 
Regulación niveles NAD+ 

↑ Fosforilación oxidativa 

Dicloroacetato 
↑ Piruvato ⟶ Acetil-CoA 

↓ Acidosis láctica 

L-carnitina 
↑ β-oxidación ácidos grasos 

↑ Síntesis ATP 

Dieta cetogénica 

↑ β-oxidación ácidos grasos 

↑ Síntesis ATP 

↓ Epilepsia 

Reducción valina en dieta 
↓ Acumulación metabolitos intermedios de la 

mitocondria 

Ejercicio moderado 

↑ Fosforilación oxidativa 

↑ Captación oxígeno 

↑ Biogénesis mitocondrial 

↓ Acidosis láctica 
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Continuación de la Tabla 4 

Tratamiento Efecto 

Antiepilépticos (levetiracetam, 

lamotrigina, oxcarbazepina, zonisamida, 

topiramato, perampanel o 

carbamazepina) 

↓ Epilepsia 

 

Principalmente, la terapia para el SL se basa en la administración de un cóctel de 

suplementos. La coenzima Q10 o algunos de sus derivados (EPI-743 e Idebenona) 

han reportado resultados positivos modulando el flujo de electrones en la cadena 

respiratoria y disminuyendo el daño oxidativo (Martinelli et al., 2012; Chen et al., 

2018). La administración de vitaminas, como la riboflavina (B2), ha resultado en 

una disminución de la acidosis láctica en casos con deficiencia del complejo I por 

mutación en el gen ACAD9 (Gerards et al., 2011). De manera similar, la 

administración de tiamina (B1) y/o biotina (B7) promueven la actividad del 

complejo de la piruvato deshidrogenasa o del transportador SLC19A3, 

demostrando probablemente los resultados con mejor pronóstico en pacientes 

con defectos en estas vías (Haack et al., 2014). Por otro lado, el tratamiento con 

piruvato normaliza los niveles de NAD+, potenciando la fosforilación oxidativa 

(Tanaka et al., 2007). Asimismo, la administración de dicloroacetato permite la 

rápida conversión de piruvato a acetil-CoA y la disminución del contenido de 

lactato, útil en pacientes con la mutación T8993C en el gen MTATP6, deficiencias 

en el complejo piruvato deshidrogenasa y del complejo I (Stefano et al., 1995; 

Parikh et al., 2009). En raras ocasiones, la deficiencia de carnitina puede 

mejorarse con el suplemento L-carnitina, permitiendo la transferencia de ácidos 

grasos a la mitocondria y promoviendo así la β-oxidación (Parikh et al., 2009). 

Cambios en el estilo de vida han resultado también beneficiosos. La aplicación de 

una dieta cetogénica promueve la síntesis de ATP, a través de potenciar la β-

oxidación de ácidos grasos. Adicionalmente, en casos de deficiencia de la 

piruvato deshidrogenasa, la dieta cetogénica ha demostrado ser positiva para el 
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control de la epilepsia (Wijburg et al., 1992; Pereira and Sampaio, 2016). De 

manera similar, la reducción de la valina en la dieta parece tener resultados 

favorables en pacientes con errores genéticos en los genes HIBCH y ECHS1, 

relacionados con el catabolismo de la valina e implicados en la acumulación 

tóxica de metabolitos en la mitocondria (Distelmaier et al., 2017). 

Adicionalmente, la realización moderada de ejercicio promueve la actividad de 

la cadena de transporte de electrones, incrementando la captura de oxígeno 

(Taivassalo et al., 2001). A su vez, el ejercicio puede estimular la biogénesis 

mitocondrial, a través de la potenciación de PGC1-α (Peroxisome proliferator-

activated receptor γ co-activator 1 α), incrementando la actividad mitocondrial y 

regulando el contenido de lactato en sangre (Kang and Ji, 2012).  

En referencia al tratamiento contra la epilepsia, hoy en día existen un gran 

número de fármacos. Sin embargo, muchos de ellos emplean la mitocondria 

como mecanismo de acción. En consecuencia, tienen un efecto tóxico en casos de 

deficiencia mitocondrial, siendo el ácido valproico el caso más representativo 

(Finsterer and Scorza, 2017; Schubert and Vilarinho, 2020). Teniendo en cuenta 

esto, algunos de los antiepilépticos más usados para el SL son el levetiracetam, 

lamotrigina, oxcarbazepina, zonisamida, topiramato, perampanel o la 

carbamazepina (Singh and Brashier, 2014; Lee et al., 2019). No obstante, los 

resultados obtenidos no son prometedores.  

Finalmente, los avances en técnicas de reproducción asistida han permitido 

disminuir a niveles no patológicos el contenido de ADNmt mutante de herencia 

materna. Para evitar la transmisión de la mutación, se ha logrado transferir el 

núcleo genómico a un nuevo ovocito, con material mitocondrial sano, fecundado 

con el esperma del padre (Zhang et al., 2017). Siguiendo en la misma línea, se han 

empezado a implementar técnicas de edición genética para modificar variantes 

patológicas y evitar su transferencia por línea germinal (Schubert and Vilarinho, 

2020).   
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En la última década, estudios preclínicos han demostrado además que la 

administración de rapamicina (Johnson et al., 2013), de antioxidantes como el 

AD4 (N-acetilcisteína amida) o KH176 (Liu et al., 2015; De Haas et al., 2017), la 

inducción a un estado de hipoxia (Jain et al., 2016), la regulación de la fusión 

mitocondrial mediante sobreexpresión de Opa1 (Civiletto et al., 2015), la 

inhibición de PARP (Poly ADP-ribose polymerase) mediante administración de 

PJ34 (Felici et al., 2014) o la terapia génica (Meo et al., 2017; Reynaud-Dulaurier 

et al., 2020) podrían, en el futuro, utilizarse como potenciales tratamientos. No 

obstante, en muchos casos, como se comenta más adelante, se desconocen los 

beneficios moleculares asociados a estas terapias y son muchos los efectos 

adversos en ciertos casos, dificultando su aplicabilidad en humanos.  

 

4.6. Modelos animales para el estudio del SL 

La primera caracterización de un modelo animal para el SL fue el Canis lupus 

familiaris Husky Alaska. Estos animales presentan una encefalopatía mortal 

acompañada de ataxia, epilepsia, anomalías del comportamiento, ceguera, 

hipoalgesia facial y disfagia, con manifestación aguda a edad temprana y 

evolución, principalmente, estática. A nivel histopatológico, las principales 

lesiones se encuentran en el tálamo, con incremento de vacuolización, 

hipertrofia e hiperplasia vascular y de gliosis (Brenner and Wakshlag, 2000). 

Posteriormente a su caracterización, se determinó que mutaciones en el gen 

SLC19A3.1, encargado del transporte de la tiamina necesaria para la actividad de 

la piruvato deshidrogenasa, eran probablemente las causantes de la 

neuropatología en estos perros (Vernau et al., 2013). No obstante, este animal no 

recapitula las lesiones principales del SL humano.  

En este sentido, en los últimos años se ha puesto especial esfuerzo en el 

desarrollo de modelos animales que reproduzcan la patología humana con el 

objetivo de realizar una investigación traslacional. Principalmente, estos 

modelos se basan en ratones transgénicos con mutaciones similares a las 
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descritas en los pacientes humanos con el SL (se resumen los más significativos 

en la Tabla 5). Aunque también se han desarrollado en otras especies, como en 

Drosophila melanogaster (Hegde et al., 2014), los avances científicos en edición 

génica (Gurumurthy and Lloyd, 2019) y el alto grado de similitud genética, 

anatómica y fisiológica con los humanos que ofrece el ratón, además de un fácil 

mantenimiento y reproducción (Li and Auwerx, 2020), hacen especialmente útil 

a este animal como modelo en el estudio de enfermedades humanas (Rosenthal 

and Brown, 2007; Justice and Dhillon, 2016; Perlman, 2016). 

Tabla 5. Principales modelos murinos para la investigación del SL según el gen mutado y la 
aparición de lesiones neuropatológicas, anomalías motoras y la esperanza de vida de cada modelo 
(Δ=deficiencia).  

Signos clínicos SL/ 

Modelo murino 
Surf1Δ/Δ Cox15m Δ /m Δ  Sco2 Δ/Δ Ndufs4 Δ/Δ 

Lesiones cerebrales-SL No No3 No Sí 

Anomalías motoras Sí1 Sí Sí Sí 

Reducción esperanza de vida No2 No No Sí 

1. Leves.  
2. Se observa una extensión de la esperanza de vida por encima de los controles.  

3. Modelo murino con deleción de Cox15 condicional para músculo esquelético (m Δ). La deleción 
a nivel constitutivo no es viable.  

 

Uno de los primeros ratones transgénicos creados para el estudio del SL presenta 

una disrupción del gen Surf1, factor de ensamblaje del complejo IV. De este 

modelo se crearon dos ratones, el primero con una alta mortalidad prenatal 

(Agostino et al., 2003), debido a la inserción de un casete NEO (Neomycin 

resistance gene) en el transgén, y el segundo con segregación mendeliana 

(Agnello et al., 2007). Pese a presentar una de las mutaciones más severas y 

comunes en pacientes con SL, la mutación en estos ratones deriva en una 

moderada disminución de la actividad del complejo IV a nivel multisistémico con 

un leve detrimento del músculo esquelético y la función motora, ausencia de 

anomalías cerebrales a nivel histológico y un claro incremento de la esperanza 

de vida en comparación al grupo control.  
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Asimismo, la creación de un modelo murino deficiente para la subunidad COX15 

(Cytochrome C Oxidase Assembly Homolog 15), implicada en la biosíntesis de 

grupos hemo del complejo IV, es letal a nivel constitutivo, limitando su uso. No 

obstante, la restricción de esta mutación a nivel del músculo esquelético se 

traduce en un tamaño corporal menor y anomalías motoras significativas 

(Viscomi et al., 2011). También afectando al complejo IV, se creó un ratón con 

disrupción del locus Sco2 (Synthesis Of Cytochrome C Oxidase 2), mediante una 

doble estrategia KO/KI (knock out/knock in), portadora de la mutación más 

frecuente para este gen en humanos (E129K). Mientras mutaciones en este locus 

derivan en una cardioencefalomiopatía grave en humanos, en ratón producen 

únicamente debilidad muscular, sin afectación a nivel de peso o supervivencia 

(Yang et al., 2010). Por el contrario, la deleción de Taco1 (Translational Activator 

Of Cytochrome C Oxidase I), activador traduccional de Cox1, que en humanos 

deriva en el desarrollo tardío del SL, en ratones conlleva problemas visuales, 

degeneración de la retina, hipertrofia cardíaca y disfunción motora, también con 

desarrollo a largo plazo (Richman et al., 2016). Estos últimos animales presentan 

un nivel de actividad del complejo IV similar al modelo murino deficiente para 

Surf1 y Sco2. No obstante, la falta de severidad de la deficiencia del complejo IV 

en estos animales comparativamente con lo que sucede en humanos podría 

explicarse por la presencia de proteínas con funciones redundantes presentes en 

el modelo murino que suplan la deficiencia.  

A destacar, otros modelos murinos para el estudio del SL generados conllevan la 

deficiencia del gen Slc25a46,  que promueve una hipoplasia cerebelar en ratones 

y una reducción significativa de la esperanza de vida (Terzenidou et al., 2017); la 

deleción de Foxred1, asociada al complejo I, a nivel intracerebral a los seis meses 

de edad que deriva en una degeneración del estriado acompañada de temblores 

(Salama et al., 2019); o el silenciamiento de Sdhc del complejo II, después del 

destete, el cual promueve debilidad muscular, retraso del crecimiento y la 

muerte al mes desde la inducción, aunque sin anomalías cerebrales (Khazal et al., 

2019). El diseño de estos ratones expone la relevancia del gen afectado y del 
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momento de la mutación en el fenotipo patológico final, señalando la 

complejidad del estudio de las EMP. Esto unido a las diferencias entre ratones y 

humanos han dificultado la creación de un buen modelo murino para el estudio 

del SL.   

En este sentido, el desarrollo del ratón deficiente para el exón 2 del gen Ndufs4 

del complejo I (Ndufs4KO), uno de los genes mutados con más incidencia en el 

SL humano, recapitula prácticamente todos los signos neuropatológicos y 

lesiones cerebrales, a nivel de tronco encefálico y ganglios basales, que 

caracterizan los pacientes humanos. Con una corta esperanza de vida y un 

fenotipo muy severo, este modelo es hasta la fecha el modelo animal más 

utilizado en la investigación del SL (Kruse et al., 2008; Quintana et al., 2010; 

Quintana et al., 2012). Significativamente, existe un gran paralelismo entre la 

disrupción de la subunidad NDUFS4 murina y humana. Así, otros modelos 

murinos con disrupción en este mismo gen, ya sea por inserción espontánea 

retroviral en el exón 3 (Ndufs4fky/fky, Leong et al., 2012) o por deleción de los 

últimos 10-15 aminoácidos (Ingraham et al., 2009), también presentan fenotipos 

severos. Adicionalmente, recientemente se ha descrito otro modelo murino, 

deficiente para Parl (Cipolat et al., 2006; Spinazzi et al., 2019), que presenta una 

progresión patológica similar al ratón Ndufs4KO, en este caso con afectación 

directa a la biogénesis complejo III y a la coenzima Q10.   

 

4.6.1. Generación del ratón Ndufs4KO  

El ratón transgénico Ndufs4KO se creó a partir de la inserción de dos secuencias 

loxP flanqueando al exón 2 del gen Ndufs4 murino. Mediante el sistema Cre-loxP 

(Gu et al., 1993; Kim et al., 2018) se indujo la deleción a nivel germinal de dicho 

exón (Figura 6), creando un ratón con el gen truncado (Ndufs4Δ/Δ o Ndufs4KO) 

(Kruse et al., 2008).  
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A nivel basal, el gen nuclear Ndufs4 codifica para una subunidad proteica no-

enzimática de 18kDa del módulo N del complejo I mitocondrial, altamente 

conservada en mamíferos (Figura 7) (Mimaki et al., 2012). Así, la secuencia del 

promotor del gen humano presenta una similitud del 95% con el del ratón, con 

regiones de ensamblaje para los factores de transcripción NRF2 (Nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2), myoD (myoblast determination protein 1) e YYI (Yin 

And Yang 1 Protein) (Petruzzella and Papa, 2002). A nivel funcional, la subunidad 

proteica NDUFS4 es fosforilada en el citoplasma en presencia de niveles elevados 

de AMP cíclico (AMPc), a través de la quinasa AMPc-dependiente (PKA), 

posiblemente, respondiendo a las necesidades metabólicas celulares 

(Petruzzella and Papa, 2002; Papa et al., 2012b). Esta fosforilación se ha sugerido 

que sería necesaria para permitir la entrada de esta proteína en la matriz 

mitocondrial y su posterior maduración. Una vez dentro del organelo, NDUFS4 

se incorpora en el módulo N del complejo I,  permitiendo el ensamblaje del resto 

del complejo y aportando estabilidad estructural (Petruzzella and Papa, 2002; 

Papa et al., 2012b). En consecuencia, la ausencia de esta subunidad en la 

holoenzima del complejo I tiene un impacto directo en la actividad mitocondrial, 

impidiendo la biogénesis del complejo I y, en extensión, impidiendo la 

transferencia de electrones (Lazarou et al., 2007; Calvaruso et al., 2012). En Mus 

musculus, concretamente el exón 2 codifica para la última parte del fragmento 

Exón    1                              2                3                                   4                                5

loxP loxP

Alelo floxado

(Ndufs4lox/lox)

Exón    1                                    3                                   4                                           5

loxP

Alelo delecionado

(Ndufs4Δ/Δ)

CreGen murino Ndufs4

Figura 6. Estrategia genética para la deleción del exón 2 murino del gen Ndufs4 a partir 

del sistema Cre-loxP, en el cual el cruce de un animal con expresión constitutiva de la 
recombinasa Cre con el ratón Ndufs4lox/lox induce la deleción irreversible del exón flanqueado 

por las secuencias loxP, resultando en Ndufs4Δ/Δ.  Figura adaptada de Kruse et al., 2008. 
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diana a mitocondria y para los primeros 17 aminoácidos de la proteína madura.  

Así, su deleción en este animal impediría su incorporación al complejo I.  

 

4.6.2. Caracterización de la patología mitocondrial en el ratón 

Ndufs4KO  

A nivel patológico, la deleción del exón 2 en homocigosis del gen Ndufs4 en ratón 

resulta en una encefalopatía similar al SL humano. Por el contrario, en 

heterocigosis, la mutación en este ratón no tiene ningún impacto sobre el 

fenotipo del animal (Kruse et al., 2008). A nivel de conducta, los ratones 

Ndufs4KO presentan un comportamiento normal, aunque es acompañado de un 

evidente retraso del crecimiento desde el nacimiento hasta el día postnatal 35 

(P35). A partir de entonces, experimentan un progresivo deterioro motor, ataxia, 

pérdida de audición, disfunción visual, una rápida pérdida de peso, hipotermia  

(-2ºC) y una muerte prematura a día ~P50 (Kruse et al., 2008). Asimismo, estos 

animales desarrollan complicaciones respiratorias severas, acompañadas de una 

menor frecuencia respiratoria y cardíaca, pero con un mayor volumen corriente, 

traduciéndose en respiraciones más lentas y profundas a lo largo de la 

enfermedad (Quintana et al., 2012b). Además, presentan episodios epilépticos 

Figura 7. Representación de la estructura del complejo I mitocondrial en mamífero. Se 
detallan los tres módulos principales según función que componen el complejo I de la cadena 
de transporte de electrones. Se indica la posición aproximada de las 14 subunidades centrales 
para cada módulo (negro, azul o verde), altamente conservadas de procariotas a eucariotas.  
En rojo se indica la subunidad NDUFS4, perteneciente al módulo N. Adaptado de Mimaki et al., 
2012.  
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que, en conjunto con los demás signos clínicos, recapitulan fehacientemente la 

neuropatología de los pacientes humanos con el SL (Quintana et al., 2010; Lake 

et al., 2015; Sofou et al., 2014).  

Por otro lado, la expresión condicional de la deficiencia de Ndufs4 bajo el 

promotor Nestin, expresado en las células precursoras neuronales y gliales, dio 

lugar a un ratón con afectación del complejo I únicamente en el SNC (ratón 

NesKO, Quintana et al., 2010). Este ratón puso de manifiesto que prácticamente 

todos los signos clínicos observados en el ratón Ndufs4KO tienen un origen 

neurológico. Particularmente, y en gran consonancia con los pacientes con el SL, 

ambos ratones desarrollan lesiones necróticas bilaterales con vacuolización 

espongiforme especialmente en el tronco encefálico (núcleo vestibular, núcleo 

olivar inferior), bulbo olfatorio y cerebelo (vermis caudal y núcleo fastigial) y, 

con menor relevancia, en los ganglios basales a partir de P38 y en el hipocampo 

(Figura 8). Estas lesiones van acompañadas de una gliosis creciente, de acuerdo 

con la progresión de la enfermedad. Además, especialmente en el núcleo 

vestibular y la parte posterior del cerebelo, se ha observado un incremento de la 

vascularización, aunque sin leucoencefalopatía aparente (Quintana et al., 2010; 

Quintana et al., 2012).  

 

A nivel molecular, el ratón Ndufs4KO presenta la mitad de actividad para el 

complejo I respecto los controles, mientras que, dependiendo del ensayo 

utilizado, se mantiene o incrementa ligeramente la actividad de los complejos II-

V. No obstante, cabe destacar que estas diferencias en el metabolismo energético 

son dependientes del tejido analizado, ya que, a nivel de músculo esquelético, por 

ejemplo, los niveles de ATP no difieren significativamente de los ratones control 

NV

OI

BO
GB

Hp
Cb

Figura 8. Localización esquemática de las 
principales lesiones neurológicas 

observadas en el ratón Ndufs4KO. Se 

representan en negrita aquellas más 

significativas. BO: bulbo olfatorio, GB: ganglios 
basales, Hp: hipocampo, Cb: cerebelo, NV: 

núcleo vestibular, OI: núcleo olivar inferior.  
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(Kruse et al., 2008). Igualmente, diferencias técnicas podrían ser la causa de las 

diferencias observadas. En cualquier caso, la actividad residual del complejo I se 

ha atribuido a que, aunque el ensamblaje individual del complejo I está impedido 

por la falta de la subunidad NDUFS4 (Assouline et al., 2012), la formación de los 

supercomplejos mitocondriales, como por ejemplo la unión entre el pre-

complejo I-III, podría aportar la estabilidad pérdida en casos de deficiencia de 

NDUFS4 (Calvaruso et al., 2012). 

Por otra parte, en las áreas con mayor lesión neuropatológica se detectó un 

incremento de la caspasa-8, perteneciente a la vía extrínseca de la apoptosis, 

probablemente mediada por la liberación de citoquinas derivadas de la gliosis. 

No obstante, no se detectaron incrementos en la caspasa-9 de la vía intrínseca de 

la apoptosis dependiente de ATP (Quintana et al., 2010). Adicionalmente, se 

detectó también un incremento de la succinación proteica de los canales 

aniónicos dependientes de voltaje (VDAC1 y VDAC2) a etapas asintomáticas 

(P21) (Piroli et al., 2016).  En condiciones normales, estos canales trafican iones, 

ATP, ADP y otros metabolitos mitocondriales a través de la membrana externa 

mitocondrial regulando una gran cantidad de señales metabólicas y celulares 

(Rostovtseva et al., 2020). De este modo, trafican Ca2+ modulando la vía 

extrínseca de la apoptosis (Rizzuto et al., 2012). Aunque se desconocen las vías 

moleculares que subyacen a la evasión de la apoptosis y la deriva a procesos 

necróticos en los animales Ndufs4KO, estos datos podrían señalar que la 

deficiencia mitocondrial del complejo I produciría una insuficiencia energética a 

nivel de ATP para llevar a cabo la apoptosis, traduciéndose en un incremento de 

la necrosis neuronal y/o de los circuitos asociados. Por otro lado, la succinación 

anómala de los canales VDAC1 y VDAC2, debida a una acumulación del fumarato 

por saturación del ciclo de Krebs, podrían también impedir el flujo de iones y 

ATP durante la apoptosis.  

Finalmente, cabe mencionar que el análisis metabolómico del cerebro de los 

ratones Ndufs4KO reveló niveles elevados de piruvato, lactato y de varios 
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intermediarios de la glucólisis (Johnson et al., 2013), reflejando un posible 

incremento de la actividad glucolítica en compensación a la posible falta de 

producción de ATP asociada a la fosforilación oxidativa. En extensión, el lactato 

en altas concentraciones puede derivar en acidosis láctica, produciendo 

toxicidad celular (Goldman et al., 1989). No obstante, al contrario que en 

humanos con el SL, en los ratones Ndufs4KO los niveles de lactato no parecen ser 

lo suficientemente elevados para ser tóxicos (Kruse et al., 2008).  

4.7. Mecanismos moleculares subyacentes a la progresión patológica 

del SL 

Gracias a la investigación del SL se han descubierto algunos mecanismos 

subyacentes al transcurso de la enfermedad. Aunque aún se desconoce si son 

alteraciones primarias o secundarias a la deficiencia mitocondrial, han permitido 

la identificación de diversas dianas moleculares con posible interés terapéutico.  

4.7.1. Estrés oxidativo, neuroinflamación y regulación del oxígeno 

En condiciones fisiológicas, entre el 0,2-2% de los electrones transferidos 

durante la fosforilación oxidativa no finalizan en la reducción del oxígeno, 

produciendo de manera basal especies reactivas de oxígeno (ROS). 

Específicamente, los complejos I y III de la cadena de transporte de electrones 

son las principales fuentes de ROS en el organelo (Zhao et al., 2019b). Con el fin 

de mantener la homeostasis celular, existen enzimas antioxidantes que modulan 

la señalización celular de ROS y evitan su toxicidad por acumulación, tales como 

la familia de las superóxido dismutasas (Wang et al., 2018), la catalasa o la 

glutatión peroxidasa (Ighodaro and Akinloye, 2018). No obstante, en casos de 

deprivación mitocondrial o envejecimiento celular, los niveles de ROS superan la 

capacidad de los antioxidantes, induciendo estrés oxidativo que puede derivar 

en la oxidación de lípidos, ADN, ARN y proteínas (Cadenas and Davies, 2000; 

Hayashi and Cortopassi, 2015).  
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En consonancia, en fibroblastos de pacientes con SL, especialmente con 

deficiencia del complejo I, se puede observar un incremento de los niveles de 

ROS (Verkaart et al., 2007; Koopman et al., 2008) y una disminución de las 

defensas antioxidantes (Karkucinska-Wieckowska et al., 2011). Asimismo, los 

niveles de estrés oxidativo en sangre de pacientes con SL, analizados a través de 

los niveles de glutatión, demostraron también un desbalance en esta vía (Enns et 

al., 2014). Este mismo análisis se aplicó a muestras de pacientes con EMP, 

señalando que el estrés oxidativo es más acusado en los casos más críticos. No 

obstante, en otro estudio realizado en cultivos primarios de neuronas y de 

astrocitos y en fibroblastos derivados de embrión de ratones Ndufs4fky/fky, se 

pudo observar que mientras en fibroblastos se producía una disminución de la 

síntesis de ATP, del potencial de membrana mitocondrial y un aumento de ROS, 

en neuronas y astrocitos solo se observó una disminución de la síntesis de ATP, 

exponiendo diferencias significativas en la producción de ROS según el tipo 

celular estudiado, pese a presentar la misma disfunción mitocondrial (Bird et al., 

2014). Estas diferencias también dependen del tipo de mutación, de esta manera, 

los ratones deficientes para Surf1 muestran niveles inalterados de ROS en 

músculo esquelético y corazón. No obstante, cabe recordar, que estos animales 

presentan una esperanza de vida superior a los controles, acompañada de una 

activación de la vía de respuesta a proteínas desplegadas mitocondriales o 

UPRmt (Mitochondrial unfolded protein response) en músculo esquelético y una 

inducción del factor de transcripción antioxidante neuroprotector Nrf2 en 

corazón, señalando posibles vías protectoras a la disminución del complejo IV, 

indirecta o directamente conjuntas a los niveles de ROS (Pulliam et al., 2014). 

Por otro lado, una de las vías moleculares que se ha relacionado directamente 

con un incremento del estrés oxidativo es la activación de la peroxidación 

lipídica. El incremento excesivo de ROS puede conducir a una sobreexpresión 

continuada de c-JNK (c-Jun N-terminal kinases), que puede activar otros factores,  

los cuales estimularían a SREBP (Sterol regulatory element-binding protein), el 

cual sería el activador directo de la vía de peroxidación de lípidos (Liu et al., 
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2015). La activación de la cascada ROS/c-JNK/SREBP iniciada por disfunción 

mitocondrial se ha podido confirmar en varios modelos de Drosophila 

melanogaster con deficiencia mitocondrial. Estas moscas presentan un acúmulo 

de gotas lipídicas en la astroglía a edad temprana (Liu et al., 2015). Asimismo, en 

fibroblastos de pacientes con SL, se ha hipotetizado que la quinasa JNK podría 

intervenir en la fosforilación de p66shc, proteína involucrada en la acumulación 

de ROS, promoviendo un bucle negativo de estrés oxidativo (Wojtala et al., 2017). 

Por otro lado, siguiendo en la línea con la peroxidación lipídica, los ratones 

Ndufs4KO a edades asintomáticas muestran también un acúmulo de gotas 

lipídicas, especialmente en la glía del bulbo olfatorio (BO) y del núcleo vestibular 

(NV) del tronco encefálico, áreas con prominente reactividad glial. Cabe destacar 

que a medida que la gliosis aumenta en estos ratones, este acúmulo lipídico 

disminuye, desapareciendo completamente en el NV. Además, mientras la vía 

ROS/c-JNK/SREBP se produce a nivel neuronal, el acúmulo lipídico se detecta a 

nivel de la astroglía. Para ello, los astrocitos aportan lactato como soporte a la 

lipogénesis, que promueve la síntesis de gotas lipídicas en la neurona que, 

posteriormente, serán trasladadas al astrocito (Liu et al., 2015; Liu et al., 2017a).  

Es importante tener en cuenta que los astrocitos juegan un papel clave en la 

regulación del estrés oxidativo en el SNC. Por un lado, en condiciones fisiológicas 

producen antioxidantes y activan mecanismos endógenos neuroprotectores 

(Nrf2), sosteniendo la función neuronal. Sin embargo, en caso de disfunción 

mitocondrial o daño neuronal, se activa la respuesta proinflamatoria (Chen et al., 

2020). Igualmente, la microglía, principal defensa inmune del SNC, se activa en 

respuesta a una descompensación de la homeostasis celular, como sería un 

incremento excesivo de los niveles de estrés oxidativo (Rojo et al., 2014). Estas 

respuestas se caracterizan principalmente por desencadenar una cascada de 

citocinas que promueven la inflamación en el SNC, también llamada 

neuroinflamación, con la finalidad de recuperar la homeostasis celular. Sin 

embargo, la cronificación neuropatológica impide la reparación del sistema, 

provocando una neuroinflamación crónica, así como la liberación de ROS por 
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parte de las células gliales.  Esto desencadenaría un bucle negativo de producción 

de estrés oxidativo, entre otras respuestas, derivando en neurodegeneración. De 

esta manera, el estrés oxidativo y la neuroinflamación serían los principales 

procesos metabólicos implicados en la neurodegeneración (Singh et al., 2011; 

Fischer and Maier, 2015; Solleiro-Villavicencio and Rivas-Arancibia, 2018) 

(Figura 9). Estos procesos (neuroinflamación y estrés oxidativo), en los cuales 

contribuyen, además de astrocitos y microglía, otras células del parénquima 

nervioso tales como los oligodendrocitos, los macrófagos, las células dendríticas 

o los leucocitos periféricos (Solleiro-Villavicencio and Rivas-Arancibia, 2018), se 

ven usualmente implicados en la neurodegeneración de enfermedades como el 

Parkinson o el Alzheimer (Di Filippo et al., 2010). Por tanto, es crítico elucidar 

los mecanismos moleculares subyacentes al estrés oxidativo mitocondrial para 

entender los procesos neurodegenerativos.  

Con el fin de controlar dicho estrés oxidativo, se han administrado distintos 

agentes antioxidantes a pacientes con SL. Aunque por lo general, estos fármacos 

no han demostrado tener un beneficio significativo en el avance de la patología, 

algunos mejoran ligeramente el estado físico y cognitivo de estos pacientes, 

como el EPI-743 (Blankenberg et al., 2012; Kouga et al., 2018). No obstante, los 

mecanismos moleculares que gobiernan esta mejoría son aún desconocidos.  Por 

otro lado, la administración del antioxidante AD4 (N-acetilcisteína amida o 

NACA), es capaz de incrementar los niveles de glutatión reducido y de revertir la 

peroxidación lipídica (Schimel et al., 2011) en ratones jóvenes Ndufs4KO, 

retrasando así el declive neurológico y motor (Liu et al., 2015). Así pues, el 

control de la peroxidación lipídica podría ayudar a controlar la progresión del 

SL. Asimismo, el antioxidante KH176 también es capaz de regular la 

peroxidación de lípidos, demostrando igualmente tener efectos positivos en el 

ratón Ndufs4KO (De Haas et al., 2017). Por tanto, el control de los efectos 

secundarios al estrés oxidativo podría ser beneficioso para ralentizar el progreso 

patológico en el SL.  
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Por otro lado, la comparativa de los niveles de peróxido de hidrógeno (H2O2), una 

de las especies reactivas del oxígeno, demostró niveles similares en mitocondrias 

del SNC de Ndufs4KO y controles. En este sentido, se ha postulado que sería la 

acumulación del oxígeno, y no la de ROS, la responsable de un efecto nocivo en el 

SL. Niveles anómalos de oxígeno pueden derivar en la oxidación, por ejemplo, de 

biomoléculas con grupos hemo, como la de los complejos de la cadena de 

transporte de electrones (Kayser et al., 2016; Ast et al., 2019; Jain et al., 2019). 

Dirigiendo la atención al uso del oxígeno en caso de deficiencia mitocondrial, se 
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Figura 9. Impacto del estrés oxidativo en la neuroinflamación. La cronificación del estrés 
oxidativo debido a la deficiencia mitocondrial activa una cascada de citocinas proinflamatorias 
en astrocitos y microglía, promoviendo una gliosis aguda que acaba traduciéndose en un 
proceso neurodegenerativo. Por el contrario, niveles fisiológicos mantienen el papel de 
soporte neuronal de los astrocitos y de defensa de la homeostasis del SNC de la microglía. RNS: 
Reactive Nitrogen Species, IL: Interleucina, TNF: Tumor Necrosis Factor, iNOS: inducible Nitric 
Oxide Synthase  (Salvi et al., 2017; Solleiro-Villavicencio and Rivas-Arancibia, 2018; Chen et 
al., 2020). 
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ha observado que el aislamiento del ratón Ndufs4KO en un ambiente hipóxico 

crónico (11% O2) es capaz de extender notablemente la supervivencia media del 

animal (~P270), desde un estadio temprano como tardío de la enfermedad. 

Además, permite regularizar la temperatura, peso corporal, coordinación y 

actividad motora media. Notablemente, la hipoxia reduce o bloquea las lesiones 

neuropatológicas observadas por RM, así como la reactividad de la microglía. En 

consonancia, el uso de CO (monóxido de carbono) o la inducción de una anemia 

severa, que disminuyen los niveles circulantes de oxígeno, tienen, de igual modo, 

un efecto positivo en la supervivencia del ratón Ndufs4KO (Jain et al., 2016; 

Ferrari et al., 2017; Jain et al., 2019). Igualmente, la inducción de un ambiente 

hipóxico en el ratón con disrupción del gen Sdhc del complejo II, también 

produce una extensión de la vida de estos animales (Khazal et al., 2019), 

señalando una potencial vía terapéutica para el SL. Acorde con esta teoría, un 

ambiente hiperóxico (55% O2) en el ratón Ndufs4KO es directamente letal (Jain 

et al., 2016; Ferrari et al., 2017). Sin embargo, el estudio de la función 

respiratoria en hipoxia en cortes del tronco encefálico de ratones con deficiencia 

para Surf1 indicaría un efecto nocivo. Esta hipoxia derivaría en una disminución 

de la frecuencia respiratoria revelando posibles anomalías en la respuesta de los 

quimiorreceptores debida a la menor actividad del complejo IV (Stettner et al., 

2011). Estos datos indicarían que el posible uso de la hipoxia como tratamiento 

para la disfunción mitocondrial dependería de la mutación y del modelo 

empleado.  

A nivel molecular, la interrupción del metabolismo mitocondrial provoca un 

menor uso del oxígeno celular. Paradójicamente, a pesar de la disponibilidad del 

oxígeno, el desuso de este se interpretaría como una falta de oxígeno per se, 

activando la vía de hipoxia vHL/PHD/HIF (von Hippel-Lindau/Prolyl 

hydroxylase/Hypoxia-inducible factor), que regulariza el consumo metabólico 

celular acorde con los niveles de oxígeno celulares (Simon, 2016). En este 

sentido, se ha hipotetizado que en el ratón Ndufs4KO la vía de hipoxia se activaría 

en un estado de normoxia (21% O2), produciendo un desequilibrio entre el 
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ambiente y el contexto celular (Jain et al., 2016). En consonancia, fibroblastos de 

pacientes con la variante canadiense del SL presentan un incremento proteico 

del factor HIF1-α (Hypoxia-inducible factor 1-alpha) (Mukaneza et al., 2019). 

Asimismo, neuronas de Drosophila melanongaster con disfunción del complejo 

IV muestran un incremento del ortólogo para HIF1-α, Sima (Cagin et al., 2015). 

Curiosamente, la inactivación de Sima produce una mejora de la función 

neuronal, aun manteniendo la deficiencia mitocondrial. Por otro lado, la 

activación genética de la vía vHL-PHD-HIF en ratones Ndufs4KO no es suficiente 

para revertir el fenotipo patológico (Jain et al., 2019), sugiriendo que más que la 

regulación de HIF1-α sería la regulación de los niveles de oxígeno lo que 

produciría un beneficio en la progresión patológica. Por otro lado, otros procesos 

moleculares activados por la hipoxia podrían tener un efecto regenerativo, por 

ejemplo, a nivel axonal (Cho et al., 2015). En cualquier caso, el estrés oxidativo, 

conjunto a la neuroinflamación y la regulación de los niveles de oxígeno, 

intervendrían en el proceso patológico del SL, siendo un mecanismo común en 

distintas enfermedades mitocondriales. 

 

4.7.2. Metabolismo de nutrientes 

La vía de señalización de nutrientes mTOR (Mammalian target of rapamycin) 

posee un efecto pleiotrópico a nivel metabólico regulando la proliferación y 

supervivencia celular, a través de los complejos mTORC1 y mTORC2. Entre otras 

funciones activa la síntesis proteica (traducción del ARN mensajero o ARNm y 

biogénesis ribosomal) y de lípidos (colesterol, etc.) e inhibe procesos como la 

autofagia o la apoptosis (Laplante and Sabatini, 2009). Asimismo, mTOR se ha 

visto directamente relacionado con la activación del metabolismo y de la 

biogénesis mitocondrial.  

La síntesis proteica es uno de los procesos con más consumo energético a nivel 

celular (Buttgereit and Brandt, 1995; Rangaraju et al., 2019). En consonancia, no 

es raro que sea este mismo proceso el que regule la síntesis de ATP a varios 
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niveles. Por un lado, el metabolismo bioenergético oxidativo depende de 

proteínas codificadas en el genoma nuclear y el genoma mitocondrial (Priesnitz 

and Becker, 2018). En este sentido, en el citoplasma la vía PI3K/AKT/mTORC1 

(Phosphoinositide 3-kinases/Protein kinase B/Mammalian target of rapamycin 

complex I) produce la fosforilación de 4E-BP (Eukaryotic translation initiation 

factor 4E-binding protein) y S6K (Ribosomal protein S6 kinase) (Mamane et al., 

2006), induciendo el inicio de la traducción de las proteínas mitocondriales, 

entre otras. Así, in vitro se ha demostrado que la inhibición de la vía de mTOR a 

través de diversos inhibidores suprime la traducción de ARNm relacionados con 

proteínas mitocondriales (Larsson et al., 2012). Asimismo, la inhibición de la 

proteína 4E-BP, a través de la activación de mTORC1, promueve la traducción 

específica de subunidades proteicas de la ATP sintetasa y TFAM (Mitochondrial 

transcription factor A, implicado en la replicación y transcripción del ADNmt) 

(Morita et al., 2013), controlando de manera directa el metabolismo y la 

biogénesis mitocondrial. Adicionalmente, una vez sintetizadas dichas proteínas, 

se ha sugerido que mTORC1 podría regular las secuencias diana a mitocondria, 

promoviendo su traslado al organelo (Lopez et al., 2019).  

Por otro lado, el control de mTOR del metabolismo mitocondrial no sucede 

únicamente a nivel traduccional. De este modo, la inhibición de mTOR en cultivo 

de células leucémicas provoca una supresión directa de la fosforilación oxidativa, 

promoviendo la glucólisis. En este caso, se ha hipotetizado que la unión de 

mTORC1 con Bcl-xl (B-cell lymphoma-extra large) y VDAC1 en la membrana 

externa mitocondrial podría regular el metabolismo energético (Ramanathan 

and Schreiber, 2009). Asimismo, mTOR también se ha relacionado como un 

potenciador de la dinámica mitocondrial, a través del axis mTORC1/4E-

BP/MTFP1/DRP1 (MTFP1:Mitochondrial fission process protein 1; DRP1: 

Dynamin-1-like protein) (Morita et al., 2017). Finalmente, la implicación de 

mTORC1 en la regulación mitocondrial también se ha relacionado a nivel 

transcripcional. Así, el factor transcripcional YY1, activado por la unión de los 
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complejos mTORC1 junto con PGC1-α, promovería la transcripción nuclear de 

genes con función mitocondrial (Cunningham et al., 2007).  

Con el fin de regular todos estos procesos, la vía de mTOR integra señales de 

factores de crecimiento, niveles de oxígeno, de aminoácidos, de ATP y de ADP 

para regular las necesidades metabólicas de cada momento (Laplante and 

Sabatini, 2009). En este sentido, niveles altos del ratio ADP/ATP pueden activar 

la vía de AMPK (AMP-activated protein kinase), que inhibe mTOR a través del 

complejo TSC1/TSC2 (Tuberous sclerosis 1/2). Al mismo tiempo, la activación de 

mTOR inhibe la actividad de AMPK, equilibrando así el metabolismo celular (Ling 

et al., 2020).  

En relación con estos datos, la vía de mTOR se ha visto alterada en casos de 

deficiencia mitocondrial. Así, en fibroblastos de pacientes con la variante 

francesa del SL se ha podido observar un incremento de la actividad de mTOR 

(Mukaneza et al., 2019). Asimismo, en neuronas dopaminérgicas con deficiencia 

mitocondrial se demostró la activación de la vía PI3K/AKT/mTOR a nivel 

transcriptómico (Elstner et al., 2011). Por otro lado, un estudio transcripcional 

realizado en cultivos primarios de fibroblastos y músculo esquelético derivados 

de pacientes con deficiencia mitocondrial demostró la implicación de esta vía, 

curiosamente, con efectos opuestos a nivel transcripcional y traduccional. En 

músculo, se observa una reducción de la transcripción de genes relacionados con 

la biogénesis ribosomal citosólica, un incremento de los relacionados con la 

biogénesis ribosomal mitocondrial, un acortamiento de los extremos no 

codificantes 5’-UTR, aumentando la eficiencia traduccional, y una mayor 

estabilización de los 3’-UTR ricos en adeninas y uracilos. Por el contrario, un 

efecto inverso se detectó en los fibroblastos, exponiendo la diversidad del 

impacto de la deficiencia mitocondrial según el tejido analizado (Zhang et al., 

2013). 

Notablemente, la inhibición de mTOR con rapamicina en (1) ratones con 

deficiencia para Pdss2, necesario para la síntesis de la coenzima Q10, (2) C.  
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elegans deficientes para el homólogo de NDUFS2 del complejo I y (3) cultivos 

celulares de podocitos renales deficientes para el complejo I, demuestra una 

extensión, aunque modesta, de la esperanza de vida de los animales y una mejora 

parcial de la deficiencia mitocondrial por inhibición de la autofagia. Asimismo, el 

tratamiento con el fármaco anti-lipídico probucol que activa PPAR (Peroxisome 

Proliferator Activated Receptors), promoviendo AMPK e inhibiendo parcialmente 

mTOR, muestra un efecto beneficioso en el tratamiento de la deficiencia 

mitocondrial en estos tres modelos. Notablemente, el tratamiento de estos 

modelos con cicloheximida, inhibidor parcial de la traducción citosólica, o con 

cloruro de litio, que inhibe la autofagia, se traduce en un incremento significativo 

de la biogénesis, traducción y metabolismo mitocondrial en ambas condiciones. 

Finalmente, el análisis por secuenciación masiva del transcriptoma de los 

cambios generados por los tratamientos en el modelo de C. elegans, demuestra 

que la inhibición de mTOR o de las vías subsiguientes a su activación, es capaz de 

normalizar los niveles de ARN relacionados con la traducción y la autofagia 

respecto a los controles. En conjunto, estos resultados señalan el potencial de la 

inhibición de la vía de mTOR en el tratamiento de la disfunción mitocondrial 

(Peng et al., 2015). 

En consonancia, a pesar de que los niveles de AMPK no parecen alterados en el 

ratón Ndufs4KO (Quintana et al., 2010), sí que presentan un incremento 

significativo en la fosforilación de la proteína ribosomal S6 (RPS6), lo que se 

corresponde con una reducción de los niveles de aminoácidos, ácidos grasos 

libres y nucleótidos en este modelo, reflejando una activación del anabolismo 

celular (Johnson et al., 2013). Notablemente, la inhibición de la vía de 

señalización de mTOR en ratones Ndufs4KO, mediante administración 

intraperitoneal (8 mg/kg/día) o por dieta (42-378 partes por millón) de 

rapamicina, se traduce en una extensión de la esperanza de vida media (~P120). 

La rapamicina, además, es capaz de producir un retraso/bloqueo de la aparición 

de las lesiones cerebrales en NV, BO y cerebelo y una demora del detrimento 
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motor, especialmente si se administra a edades muy tempranas (P10) (Johnson 

et al., 2013; Johnson et al., 2015).  

En este sentido, la investigación del beneficio de la rapamicina ha expuesto 

diferentes vías moleculares. Este fármaco es conocido, entre otras cosas, por su 

efecto inmunosupresor. Sin embargo, la administración de tacrolimus, un 

inmunosupresor con la misma diana que la rapamicina (FKBP12) pero que actúa 

por la vía de la calcineurina en vez de mTOR (Tamura et al., 1994), descartó el 

posible efecto de la rapamicina a nivel inmunológico. Como posible explicación 

del mecanismo, se sugirió que el efecto positivo de la rapamicina se debía quizás 

al cambio hacia un metabolismo catabólico de aminoácidos y ácidos grasos 

juntamente con una bajada en la acumulación citotóxica de los metabolitos 

intermediarios de la glucólisis. Alternativamente, también se propuso un 

incremento de la autofagia, consecuente a la inhibición de mTOR, como posible 

beneficio. No obstante, su efecto a nivel de la progresión patológica mitocondrial 

queda aún sin resolver en este modelo (Johnson et al., 2013).  

Otra posible explicación para el beneficio del tratamiento con rapamicina podría 

simplemente implicar una reducción de la demanda energética asociada a la 

síntesis proteica inducida por mTOR, además de una menor proliferación celular, 

en concordancia con el menor peso corporal de los animales tratados con 

rapamicina, rebajando el impacto de la deficiencia mitocondrial en estos ratones 

(Johnson et al., 2013). En línea con esta interpretación, la administración de 

rapamicina in vitro produce un incremento de ATP en cultivo de células madre 

pluripotentes inducidas derivadas de pacientes con SL, sugiriendo un bloqueo de 

actividades de alta demanda energética (Zheng et al., 2016). Asimismo, 

recientemente se ha evidenciado que la inactivación genética de la quinasa S6K1 

en ratones con deficiencia de Ndufs4 a nivel constitutivo también se traduce en 

un incremento de la supervivencia y un retraso de la aparición de los signos 

clínicos, si bien de forma más moderada que en el caso de administración de 

rapamicina (Ito et al., 2017). Por tanto, estos datos reforzarían la teoría de que 
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uno de los posibles beneficios de la administración de rapamicina sería la 

inhibición de los procesos asociados a la traducción en la vía de mTOR. 

Sorprendentemente, la inactivación de la quinasa S6K1 restringida en adipocitos 

o en neuronas no tiene ningún beneficio, mientras que su inactivación a nivel 

hepático promueve un retraso en la progresión de la patología, incluso a nivel 

cerebral. Aunque no se puede descartar que el beneficio de la rapamicina en el 

SNC esté mediado por tipos celulares no-neuronales, parece sorprendente que la 

inhibición de la quinasa S6K1 a nivel neuronal no tuviera ningún efecto, teniendo 

en cuenta la relevancia de la neuropatología en el SL. Por otro lado, estos datos 

resaltaron la importancia de tejidos periféricos, como el hígado, en el transcurso 

patológico (Ito et al., 2017).  

En conclusión, la vía de mTOR, pese a tener efectos dispares en la progresión de 

la enfermedad mitocondrial, probablemente sujetos a las diferencias de 

expresión génica de cada tipo celular, es un candidato excelente para investigar 

en el contexto de la patología mitocondrial, tanto a nivel transcripcional como 

traduccional. Lamentablemente, su inhibición por rapamicina produce diversos 

efectos secundarios tales como hiperglicemia, hiperlipidemia e 

inmunosupresión, que limitan su uso en humanos (Johnson et al., 2015; Apelo 

and Lamming, 2016). Por otra parte, estudios de eficacia con algunos análogos 

aprobados no han dado resultados especialmente positivos en pacientes con EMP 

(Sage-Schwaede et al., 2019) o en un modelo murino con deficiencia de la 

coenzima Q10 (Barriocanal-Casado et al., 2019), indicando que el bloqueo de 

mTOR no tiene siempre un beneficio terapéutico generalizado en EMP.  

 

4.8. Contribución de diferentes tipos celulares en la neuropatología del 

SL 

Los pacientes con SL, usualmente pediátricos, suelen presentar una marcada 

restricción anatómica de las lesiones neuropatológicas. En este sentido, el gasto 

energético total del cerebro en reposo en niños es muy superior que en adultos, 
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traduciéndose en una mayor susceptibilidad a la disfunción mitocondrial 

(Leonard et al., 2003; Kuzawa et al., 2014). No obstante, aunque los ganglios 

basales y el tronco encefálico son regiones con una alta demanda energética a 

edades tempranas, no difieren significativamente de otras regiones, como el 

córtex cerebral (Chugani et al., 1987). Así pues, la falta de energía no explicaría, 

en este caso, porque existen regiones neuroanatómicas más sensibles en el SL. 

En este sentido, la disrupción del ADNmt restringida en el hipocampo, corteza y 

cuerpo estriado (Pickrell et al., 2011) o la deleción inducida de FOXRED1 (Salama 

et al., 2019), relacionado con el ensamblaje del complejo I, han señalado la 

especial susceptibilidad del cuerpo estriado a la deficiencia mitocondrial. De este 

modo, se ha propuesto que las neuronas del cuerpo estriado sostienen un 

elevado potencial de membrana mitocondrial para mantener altos niveles de 

Ca2+ que, en caso de deficiencia mitocondrial, se liberarían promoviendo la 

muerte celular (Pickrell et al., 2011). Por tanto, la susceptibilidad 

neuroanatómica podría explicarse por otros procesos moleculares subyacentes 

a la actividad mitocondrial y específicos de tipo celular.  

En este contexto, la deleción condicional del gen Ndufs4 en tipos celulares 

definidos genéticamente en ratón ha permitido diseccionar la contribución de 

diferentes tipos neuronales a la patología mitocondrial. Así, la deficiencia 

mitocondrial del complejo I en las neuronas dopaminérgicas (Slc6a3) o 

colinérgicas (Chat) no provoca anomalías patológicas (Choi et al., 2008; Kim et 

al., 2015; Bolea et al., 2019). Por el contrario, la misma deficiencia en las 

neuronas GABAérgicas (Gad2) resulta en una neuroinflamación prominente de 

los ganglios basales y del BO acompañada de la aparición de ataques epilépticos 

severos o fatales (Bolea et al., 2019). No obstante, la deleción de Ndufs4 de 

manera específica en las neuronas glutamatérgicas (Slc17a6) induce una 

importante reactividad glial en el núcleo fastigial (cerebelo), en el NV y en el 

núcleo olivar inferior (tronco encefálico) acompañada de una deficiencia motora 

y respiratoria graves (Bolea et al., 2019). Paralelamente, la deleción condicional 

del complejo I en las neuronas espinosas medias del estriado (Gpr88) supone un 



Introducción 

45 
 

declive motor moderado sin neurodegeneración aparente, sugiriendo que 

también existen poblaciones neuronales afectadas sin neuroinflamación o 

muerte neuronal (Chen et al., 2017). Asimismo, la deleción de Ndufs4 en las 

neuronas de Purkinje (Pcp2) deriva en una progresión patológica suave que 

termina en muerte neuronal (Quintana et al., 2010).  

Complicando aún más el escenario, las mitocondrias de los sinaptosomas del NV, 

BO y cerebelo en ratones Ndufs4KO tienen una capacidad respiratoria 

significativamente menor que las de los sinaptosomas de las regiones sin 

neuroinflamación y, mucho menor comparativamente con ratones control. Así 

pues, en concordancia a las distintas especializaciones de este orgánulo en el 

SNC, además del tipo celular, la sublocalización celular de las distintas 

mitocondrias pueden contribuir diferencialmente a la progresión patológica del 

SL (Kayser et al., 2016).   

Por otro lado, no debemos olvidar la contribución de las células gliales en la 

progresión patológica del SL, especialmente de los astrocitos. Así, la deficiencia 

del ND75 (homólogo de NDUFS1 humano, complejo I) restringida en la glía en 

Drosophila melanogaster se traduce en pérdida neuronal con vacuolización del 

neuropilo. Además, dentro de los casos más severos, la pérdida del ADNmt en 

astrocitos de ratón deriva rápidamente en una encefalopatía espongiforme fatal 

(Hegde et al., 2014; Ignatenko et al., 2018). Estos resultados resaltarían el papel 

de la astroglía en el progreso patológico en caso de disfunción mitocondrial. Sin 

embargo, la inactivación de Ndufs4 en astrocitos no da lugar a 

neurodegeneración (Ramadasan-Nair et al., 2019). De la misma manera, la 

reexpresión de Ndufs4 por terapia génica principalmente a nivel de glía es 

insuficiente para promover una mejora clínica en ratones Ndufs4KO (Meo et al., 

2017), siendo necesaria también el rescate en neuronas para obtener resultados 

beneficiosos (Silva-Pinheiro et al., 2020). Por otra parte, la disfunción 

mitocondrial exclusivamente en las neuronas por si sola, tanto en Drosophila 

melanogaster como en ratón, es suficiente para derivar en complicaciones 
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motoras y la muerte (Hegde et al., 2014; Ignatenko et al., 2018). Estos resultados, 

por tanto, ponen de manifiesto la complejidad y la elevada heterogeneidad 

celular de la neuropatología causada por mutaciones mitocondriales.  

Por otro lado, es importante tener en cuenta la interacción celular del SNC en la 

contribución patológica. En este sentido, la reducción de la gliosis en el ratón 

Ndufs4KO se encuentra acompañada por una ralentización de la aparición de las 

lesiones cerebrales, extendiendo significativamente la esperanza de vida del 

animal (Johnson et al., 2013; Jain et al., 2016; Ferrari et al., 2017). Por tanto, la 

glía podría desarrollar un papel fundamental en la misma neurodegeneración. 

En este sentido, la gliosis puede promover la muerte neuronal en ciertas 

poblaciones, como las células ganglionares de la retina (Yu et al., 2015). 

Asimismo, la deleción de una de las subunidades de la proteasa m-AAA que 

modula la homeostasis mitocondrial restringida en los astrocitos (Gfap) de ratón, 

aunque no produce una menor actividad oxidativa, deriva con el tiempo en una 

disfunción motora y reactividad de la glía de Bergmann (astrocitos del cerebelo 

que conectan con las neuronas de Purkinje), acompañada además de disfunción 

del transporte de glutamato y una degeneración de las células de Purkinje 

(Murru et al., 2019). En conjunto, estos estudios demuestran que debido a la 

relación estrecha intercelular entre neurona-glía, la gliosis juega un papel 

dicotómico en la neurodegeneración causada por la disfunción mitocondrial, 

como causa y/o consecuencia. 

Por último, cabe mencionar también el papel que diferentes tipos celulares a 

nivel periférico puedan tener en el desarrollo de la patología. En este sentido, se 

ha demostrado que la reexpresión de Ndufs4 por administración del vector viral 

adenoasociado AAV-2/9-hNdufs4, conjuntamente en el SNC (principalmente 

restringida en la glía) y los órganos periféricos en ratones Ndufs4KO, produce 

una mejora de los signos neurológicos y una extensión de la supervivencia de 

estos animales, en comparación con la reexpresión restringida principalmente 

en la glía (Meo et al., 2017). En la misma línea, la administración intravenosa de 
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dos vectores virales codificantes para Ndufs4, capaces de cruzar la barrera 

hematoencefálica, y con un elevado grado de transducción a nivel periférico, han 

demostrado la recuperación parcial de la actividad del complejo I en diferentes 

órganos, incluido el SNC, retrasando el progreso patológico y extendiendo la 

esperanza de vida de los ratones Ndufs4KO (Silva-Pinheiro et al., 2020; Reynaud-

Dulaurier et al., 2020). Esto pondría de manifiesto que otros tejidos periféricos 

pueden intervenir de igual modo en la progresión del SL. En este sentido, la 

deleción condicional de Ndufs4 en el corazón en ratones resulta en problemas 

cardíacos de aparición tardía (>P360) (Sterky et al., 2012; Karamanlidis et al., 

2013). Aunque la cardiomiopatía en pacientes con SL es un signo clínico poco 

frecuente, no se puede descartar su participación ni la de otros componentes no 

neuronales en la progresión del SL, incluso a pesar de que no tengan una 

aparición temprana, ya que el diseño terapéutico en cualquier enfermedad debe 

debería tener como objetivo tratar la patología en su totalidad.   

En resumen, la restricción neuroanatómica de las lesiones cerebrales en el SL 

podría explicarse por la heterogeneidad del perfil de expresión génico de las 

distintas subpoblaciones celulares en el SNC, que derivan en un mayor o menor 

grado de susceptibilidad a la disfunción mitocondrial, de acuerdo con el nivel de 

demanda energética y la especialización multifuncional de la mitocondria en 

cada tipo celular (DiMauro and Schon, 2008; Dubinsky, 2009; DiMauro et al., 

2013). A pesar de las dificultades que imponen la heterogeneidad del SNC en 

términos de composición celular, especialización funcional a nivel regional y las 

diferencias bioquímicas para el análisis de las bases moleculares que gobiernan 

la disfunción bioenergética, es crucial caracterizar cada grupo celular de manera 

individual y a nivel de circuito para poder entender la progresión de la patología, 

sin olvidar, que es el conjunto de la red celular el que lidera el fenotipo patológico 

final.  
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4.9. Caracterización de las alteraciones neuroquímicas y sinápticas en 

los ratones Ndufs4KO 

El fallo respiratorio de los pacientes con SL, descrito como la primera causa de 

muerte en esta patología, se suele atribuir a las lesiones observadas en el tronco 

encefálico (Arii and Tanabe, 2000). Esta estructura contiene redes neuronales o 

generadores centrales de patrones que producen salidas con respuestas motoras 

rítmicas. Específicamente, el tronco encefálico controla la frecuencia respiratoria 

modulándola según las necesidades fisiológicas de cada momento (Smith et al., 

2013). Notablemente, la inactivación de Ndufs4 únicamente en el NV del tronco 

encefálico de ratones sanos deriva en las anomalías respiratorias observadas en 

el modelo Ndufs4KO. De la misma manera, la reexpresión de Ndufs4 únicamente 

en el NV del ratón Ndufs4KO es suficiente para corregir los problemas 

respiratorios y prolongar su supervivencia significativamente (Quintana et al., 

2012b), señalando que el NV dentro del tronco encefálico tendría un papel 

fundamental en el desarrollo de los problemas respiratorios observados. En este 

sentido, a nivel fisiológico, las neuronas del NV medial e inferior integran señales 

externas relativas a la posición corporal a través del sistema vestibular, 

somatosensorial, visceral y visual con el fin de regular la función respiratoria y 

cardiovascular (Yates and Bronstein, 2005). Para ello, el NV se conecta con varios 

núcleos respiratorios, como el núcleo fastigial del cerebelo (Hernandez et al., 

2004), regulando la función autonómica final. Así pues, no se debe descartar que 

defectos en el NV impacten en este circuito, agravando las anomalías 

respiratorias (Quintana et al., 2012; Bolea et al., 2019). 

Recientemente, la caracterización de un ratón deficiente para Ndufs4 en las 

neuronas VGLUT2-positivas (Slc17a6) ha permitido asociar los problemas 

respiratorios a las neuronas glutamatérgicas. Así, la deficiencia mitocondrial en 

este tipo neuronal deriva en la formación de lesiones neuropatológicas en el 

núcleo olivar inferior, en el núcleo fastigial y, especialmente, en el NV, además de 

traducirse en anomalías motoras y respiratorias letales (~P75). Igualmente, 
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estos ratones presentan un menor peso corporal asociado a una menor ingesta 

(Bolea et al., 2019). Dado que las neuronas glutamatérgicas son el tipo neuronal 

excitatorio mayoritario en el NV (Kodama et al., 2012), la disfunción 

mitocondrial en este tipo celular podría ser el origen del daño neuropatológico 

observado en esta región, el cual se traduciría en las anomalías respiratorias 

fatales observadas en el SL. No obstante, el por qué las neuronas glutamatérgicas 

vestibulares parecen especialmente vulnerables a la deficiencia mitocondrial 

continúa siendo una incógnita. En referencia a esto, el nivel de actividad 

mitocondrial del NV no difiere de otras áreas cerebrales como el cerebelo 

(Ashton et al., 2005), sugiriendo que el déficit de ATP per se no sería la causa de 

la susceptibilidad. Sin embargo, la estimulación vestibular en un modelo murino 

de epilepsia resulta en un incremento de los niveles de ARNm codificantes de 

subunidades de la cadena respiratoria mitocondrial (Yamada and Nakano, 

1999). Esto indica que la activación neuronal vestibular requiere de un 

incremento de la demanda bioenergética regulado, como mínimo, a nivel 

transcripcional. Específicamente, la vulnerabilidad de las neuronas 

glutamatérgicas a la deficiencia mitocondrial podría deberse a la incapacidad de 

suplir el aumento de demanda energética durante la neurotransmisión. En este 

sentido, se ha observado que las neuronas glutamatérgicas con deficiencia de 

Ndufs4 son más sensibles a anestésicos volátiles (Quintana et al., 2012a; Zimin et 

al., 2016; Zimin et al., 2018), los cuales se han propuesto que actúan inactivando 

directamente el complejo I (Falk et al., 2006). La doble inhibición mitocondrial 

del complejo I, a nivel genético y farmacológico, imposibilitaría la producción 

energética y, en extensión, la neurotransmisión excitatoria. 

Por otro lado, la transmisión glutamatérgica podría verse afectada también por 

la excitotoxicidad por glutamato. La acumulación de este neurotransmisor en el 

espacio sináptico puede provocar una sobreestimulación de los receptores 

glutamatérgicos postsinápticos, que derivaría en una cascada masiva de Ca2+ y, 

subsiguientemente, en la activación de los procesos de muerte neuronal 

(Johnston, 2005). Así, la inactivación parcial del complejo I en rata es suficiente 
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para observar una segregación excesiva de glutamato seguida de flujos de Ca2+ 

(Kilbride et al., 2008). Además, la doble inhibición de la glucólisis y la 

fosforilación oxidativa a nivel neuronal produce una liberación masiva de 

vesículas en el espacio sináptico (Sobieski et al., 2017), indicando un mecanismo 

potencialmente patológico en las neuronas glutamatérgicas a la disfunción 

bioenergética. Una posible explicación al motivo de la acumulación del glutamato 

en el espacio sináptico es la deficiencia del bombeo de iones para su reciclaje. Las 

bombas de sodio son las encargadas de generar el gradiente necesario para la 

recuperación del glutamato liberado. No obstante, estas bombas recaen 

directamente en el gradiente generado por las bombas de iones Na+/K+ ATP-

dependientes. Se ha estimado que estas últimas consumen un 40% de la energía 

total producida durante la respiración aeróbica en el SNC (Rose et al., 2009). En 

este sentido, la falta de ATP tendría un impacto directo en la capacidad de 

bombeo de iones, impidiendo la recuperación del neurotransmisor.  

Adicionalmente, es interesante remarcar que la excitotoxicidad por glutamato no 

es un proceso único de la deficiencia mitocondrial. En episodios de hipoxia 

isquémica, que recapitulan la gliosis, vacuolización y proliferación de la 

vascularización observados en el SL, también se observa esta despolarización 

anómala y excitotoxicidad (Johnston, 2005; Perry and Brat, 2017). 

Notablemente, la mayoría de los casos neonatales de hipoxia-isquémica 

presentan lesiones en los ganglios basales y en el tronco encefálico (Quattrocchi 

et al., 2016; Millar et al., 2017). Estas similitudes ponen de manifiesto que la 

transmisión glutamatérgica es sensible no únicamente a la deficiencia 

energética, sino, como se ha comentado anteriormente, a los niveles de oxígeno. 

Por otro lado, la disfunción mitocondrial en las neuronas glutamatérgicas puede 

alterar la propia formación de vesículas de glutamato. En este sentido, la 

regulación del reciclaje y empaquetamiento del glutamato consume por vesícula 

unas 11.000 moléculas de ATP (Attwell and Laughlin, 2001). Esto, en conjunto a 

la alta demanda energética del mantenimiento del potencial de membrana y al 
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bombeo de iones (Harris et al., 2012), hacen que los terminales presinápticos de 

las neuronas glutamatérgicas sean extremadamente dependientes del 

metabolismo bioenergético, especialmente en momentos de intensa actividad 

sináptica. En estas situaciones, se ha podido observar que la fosforilación 

oxidativa juega un papel crucial, más incluso que la glucólisis, en la recuperación 

del estado basal después de la liberación de los transmisores (Sobieski et al., 

2017).  

Finalmente, además de las posibles alteraciones en la sinapsis neuronal y la 

síntesis de vesículas de glutamato, la deprivación mitocondrial puede alterar la 

fisiología neuronal glutamatérgica directamente por el propio metabolismo 

oxidativo y su relación con el glutamato. Aunque clásicamente se ha estipulado 

que la glucosa es la principal fuente energética en las neuronas, la fosforilación 

oxidativa puede adaptarse a diferentes situaciones metabólicas y utilizar otros 

nutrientes como el lactato derivado de los astrocitos o el mismo glutamato 

(Sobieski et al., 2017). Así, se ha observado que en casos de excitotoxicidad por 

glutamato, la mitocondria podría bloquear la entrada de piruvato derivado de la 

glucosa y activar el consumo de glutamato, el cual es convertido a α-

cetoglutarato entrando en el ciclo de Krebs y, en extensión, en la cadena de 

transporte de electrones (Fendt and Verstreken, 2017; Plaitakis et al., 2017). De 

este modo, reduciría así la posibilidad de liberar más glutamato protegiendo la 

sinapsis neuronal. En consecuencia, la inhibición del metabolismo mitocondrial 

podría promover la acumulación de glutamato. Asimismo, es interesante 

mencionar que los ratones Ndufs4KO presentan un bloqueo de la vía 

glutamina/glutamato/α-cetoglutarato debido a la deficiencia mitocondrial y que 

la administración de rapamicina, mediante el bloqueo de la vía de mTOR, es 

capaz de revertir este efecto (Johnson et al., 2020). En consonancia, la 

administración de dimetil α-cetoglutarato en el ratón Ndufs4KO tiene un efecto 

beneficioso a nivel de supervivencia (Lee et al., 2019a). Concretamente, se cree 

que la utilización de α-cetoglutarato como sustrato en la fosforilación oxidativa 

podría estimular la actividad del complejo II en casos de disfunción del complejo 
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I (Kayser et al., 2016; Lee et al., 2019a). Por otro lado, cabe destacar que de igual 

modo que del glutamato se puede sintetizar α-cetoglutarato,  esta reacción puede 

también darse en sentido inverso (Plaitakis et al., 2017). En esta última reacción 

se oxida la coenzima NADH en NAD+, rebajando la posible acumulación de NADH 

en casos de disfunción del complejo I, principal implicado en la oxidación de esta 

molécula. En este sentido, se ha observado que neuronas con incrementos en la 

NADPH-diaforasa, capaz de transferir electrones en moléculas como NADPH y 

NADH, son más resistentes a la apoptosis en caso de deficiencia mitocondrial 

(Behrens et al., 1996). En resumen, la relación metabólica del glutamato con el 

α-cetoglutarato podría también jugar un papel en la susceptibilidad de las 

neuronas glutamatérgicas a la deficiencia mitocondrial y, en extensión, controlar 

el déficit motor y respiratorio observado en el SL.  

En consonancia con el metabolismo del glutamato y la disfunción mitocondrial, 

es importante mencionar que otros neurotransmisores juegan también un papel 

importante en el metabolismo mitocondrial. Así, del ácido γ-aminobutírico o 

GABA, principal neurotransmisor inhibitorio del SNC, un ~90% del contenido de 

este tendría un papel dentro del metabolismo bioenergético (Roth and Draguhn, 

2012). Específicamente, el neurotransmisor GABAérgico procede del precursor 

glutamato. A su vez, GABA puede procesarse a succinato, entrando en el ciclo de 

Krebs y contribuyendo en la síntesis de ATP. Concretamente, se cree que al 

menos un 30% de la producción del ciclo de Krebs proviene del eje α-

cetoglutarato-glutamato-GABA-succinato (Hinton and Johnston, 2018). En 

consonancia, anomalías en el metabolismo mitocondrial, y en extensión, en el 

metabolismo de GABA, pueden inducir problemas neurológicos mayores. Así, 

por ejemplo, la acumulación anómala de GABA por la disrupción del proceso 

GABA ⟶ succinato en ratón deriva en una disminución específica de la mitofagia, 

relacionada con un incremento de la actividad de mTOR, y en un incremento 

consecuente de los niveles de ROS. La inhibición de mTOR por rapamicina en 

estos ratones permite restablecer los niveles de estrés oxidativo y recuperar los 

niveles basales del organelo en el cerebro (Lakhani et al., 2014).  Asimismo, es 
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importante tener en cuenta que los niveles de ROS mitocondriales modulan la 

expresión de los receptores postsinápticos GABAérgicos, regulando la 

neurotransmisión inhibitoria (Accardi et al., 2014). Del mismo modo, aunque 

quizás no tan dependiente de la producción de ATP, el reciclaje de GABA en el 

espacio sináptico también recae indirectamente en las bombas de iones Na+/K+ 

ATP-dependiente (Scimemi, 2014). En consecuencia, alteraciones en el 

metabolismo mitocondrial en las neuronas GABAérgicas pueden tener un 

impacto en el sistema neurotransmisor.  

A tal efecto, la caracterización de un ratón deficiente para Ndufs4 en las neuronas 

GABAérgicas (GAD2-positivas) permitió el estudio de una marcada reactividad 

glial en los ganglios basales, concretamente en la Substantia nigra y en el Globus 

pallidus y, especialmente, en el BO. Estos ratones, a diferencia del fenotipo 

patológico progresivo observado en los animales con la misma deficiencia en las 

neuronas glutamatérgicas, presentan un desarrollo aparentemente normal hasta 

el momento de su repentina muerte a la temprana edad de ~P55, causada por un 

severo ataque epiléptico (Bolea et al., 2019). Adicionalmente, estos animales 

muestran un ligero retraso en el crecimiento, una menor ingesta e hipotermia, 

signos clínicos, a excepción de la hipotermia, también encontrados en el modelo 

murino glutamatérgico, comentado anteriormente (Bolea et al., 2019). Por tanto, 

este modelo podría sugerir que la disfunción mitocondrial en las neuronas 

GABAérgicas mediaría específicamente la epilepsia observada en los pacientes 

con el SL. En consonancia, los pacientes con el Síndrome de Alper, que presentan 

principalmente errores en la replicación del ADNmt y sufren epilepsia intratable, 

también presentan una mayor vulnerabilidad a la disfunción mitocondrial en las 

neuronas GABAérgicas (Hayhurst et al., 2019). Aunque probablemente las 

lesiones observadas en los ganglios basales sean las principales responsables de 

la epilepsia (Vuong and Devergnas, 2018), lesiones en el bulbo olfatorio también 

se han visto relacionadas con circuitos neuronales complejos de diferentes áreas 

cerebrales implicados en la epilepsia, como la epilepsia asociada al lóbulo 

temporal (Espinosa-Jovel et al., 2019). Asimismo, las profundas lesiones en el BO, 
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a diferencia de la de los ganglios basales, se observan también en el ratón 

Ndufs4KO (Quintana et al., 2010), señalando una especial vulnerabilidad a la 

disfunción mitocondrial en esta área. En este sentido, anomalías en el bulbo 

olfatorio suelen ser una de las primeras alteraciones en enfermedades 

neurodegenerativas, tal como el Parkinson, donde la región del bulbo olfatorio 

es la primera en la que se observa acumulación de α-sinucleína (Gardner et al., 

2017). Así, la temprana afectación a la disfunción mitocondrial en el bulbo 

olfatorio podría revelar mecanismos moleculares que dirigirían la progresión 

patológica en el SL, a pesar de no ser un área aparentemente afectada en los 

pacientes humanos.  

No obstante, las características moleculares que definen la susceptibilidad de las 

neuronas GABAérgicas en el bulbo olfatorio a la deficiencia mitocondrial sigue 

siendo un enigma. En este sentido, el ácido γ-aminobutírico se ha visto 

significativamente relacionado con el proceso de diferenciación neuronal (Jelitai 

and Madarasz, 2005), no solo a nivel embrionario sino también en procesos de 

neurogénesis en adulto. Específicamente, en roedores adultos se ha observado 

que el bulbo olfatorio recibe neuroblastos, los cuales maduran e integran en el 

circuito neuronal ya diferenciado, principalmente en la capa más interna del 

bulbo o capa granular (Nagayama et al., 2014; Pallotto and Deprez, 2014), 

compuesta principalmente por neuronas GABAérgicas. Para ello, los niveles 

circulantes de GABA juegan un papel crucial en el bulbo olfatorio, pudiendo ser 

más sensibles a los defectos de este. Asimismo, el factor transcripcional AMPc-

dependiente CREB o la quinasa PI3K (directamente relacionada con la vía de 

mTOR) podrían también modular el destino de estos neuroblastos a nivel 

transcripcional y proteómico, respectivamente (Pallotto and Deprez, 2014). Así, 

la alteración del sistema GABAérgico en el bulbo olfatorio por la disfunción 

mitocondrial podría tener un impacto múltiple, a nivel metabólico y 

neurotransmisor, alterando así la neurogénesis.   
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En conjunto, la deficiencia mitocondrial tiene un impacto mayor en las neuronas 

GABAérgicas del bulbo olfatorio y las glutamatérgicas del núcleo vestibular en el 

modelo Ndufs4KO. Dada la similitud clínica de este modelo con los pacientes con 

SL, las neuronas glutamatérgicas serían especialmente relevantes por su posible 

implicación en los problemas respiratorios que usualmente derivan en la muerte 

de los pacientes con SL. No obstante, los mecanismos celulares subyacentes que 

motivan que estas neuronas en dichas regiones sean más susceptibles a la 

deficiencia mitocondrial sigue siendo una cuestión por resolver. En este sentido, 

teniendo en cuenta la fisiopatología en el SL y los datos comentados 

anteriormente, las alteraciones mitocondriales derivan en cambios de expresión 

en los perfiles transcripcionales y postranscripcionales, como la vía de síntesis 

de proteínas mediada por mTOR o el control de la hipoxia. Igualmente, el control 

del metabolismo mitocondrial a nivel transcripcional se ha relacionado 

íntimamente con la regulación de la actividad neuronal (Mehrabian et al., 2005; 

Dhar et al., 2009; Onyango et al., 2010). Así, la caracterización de los perfiles de 

expresión que gobiernan estas dos poblaciones neuronales con disfunción 

mitocondrial podría elucidar los mecanismos neuropatológicos asociados, 

permitiendo desarrollar terapias efectivas, quizás enfocadas al tratamiento de 

cada signo clínico del SL.  

 

5. Técnicas para el análisis del traductoma citosólico 

Por definición, el transcriptoma engloba el estudio de todo tipo de ARN, en 

cualquier forma y localización. Dentro de esta ómica, el traductoma o perfil 

traduccional se centra únicamente en aquel ARNm asociado al ribosoma para la 

síntesis proteica o en sus mecanismos de regulación (Piccirillo et al., 2014; Zhao 

et al., 2019a). No obstante, algunos expertos definen al traductoma como aquel 

ARNm que está efectivamente siendo traducido, ya que la asociación ribosomal 

no refleja necesariamente actividad traduccional (Zhao et al., 2019a). La 

regulación traduccional de un transcrito es un proceso complejo que puede 
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determinar el destino de la proteína de manera significativa, sobre todo al inicio 

de la síntesis (Jackson et al., 2010). Igualmente, durante la elongación peptídica 

existen varios controles de calidad que pueden provocar el bloqueo de la 

actividad ribosomal (Nota 1). Estos procesos regulan los niveles proteicos 

promoviendo los cambios conformacionales peptídicos adecuados o la 

degradación del transcrito en cuestión y el reciclaje ribosomal (Collart and 

Weiss, 2020). A nivel citosólico, el ARNm que se encuentra activamente 

traducido suele estar unido a varios 

ribosomas (Warner et al., 1962). En este 

sentido, se cree que a mayor número de 

ribosomas más actividad de síntesis 

proteica existe, teniendo en cuenta una 

velocidad de elongación constante. No 

obstante, se ha podido observar que, en 

ciertos modelos con una alta tasa de 

síntesis proteica, como las células 

embrionarias de riñón humano, 

HEK293T, la fracción monosómica 

(ARNm unido a un solo ribosoma) es 

dominante (Morello et al., 2011). 

Igualmente, en Saccharomyces cerevisiae 

se ha determinado que los monosomas 

no solo son capaces de iniciar la 

traducción si no que principalmente 

dominan el proceso de elongación 

peptídica. Además, en este modelo la 

mayoría de transcritos poco abundantes 

que son traducidos son asociados 

únicamente a un ribosoma, 

demostrando la gran variabilidad del 

Nota 1. Principales reguladores de 

la traducción citosólica. 

 

La regulación de la traducción 
citosólica (iniciación, elongación y 

terminación) depende de la 

interacción de los elementos-cis del 

propio ARNm a traducir (a nivel de 
secuencia o estructura) con los 

elementos de regulación-trans, 

compuestos por un conjunto de 

factores reguladores de la iniciación 

(eIF), elongación (eEF) y terminación 
(eTF) de la síntesis peptídica. 

Asimismo, otros elementos 

reguladores como los RBP (RNA 

binding proteins), IRES (Internal 
ribosome entry site), miRNAs 

(microRNAs) y los lncRNAs (long non 

coding RNAs) pueden también 

contribuir en la activación o 

inhibición de la traducción. Es 
importante destacar, que el proceso 

más crítico durante la síntesis 

peptídica es la etapa de iniciación, 

altamente regulada por la activación 
de la vía de mTOR. Finalmente, cabe 

mencionar que el escenario de la 

síntesis peptídica es cada vez más 

complejo a nivel de regulación. 
Cambios en la composición proteica 

de los ribosomas pueden contribuir a 

activar la síntesis peptídica de ciertos 

grupos de ARNm (Venezia et al., 

2019). 
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proceso de traducción entre transcritos (Heyer and Moore, 2016). Así, el hecho 

de que un transcrito se encuentre asociado a un ribosoma no debe tomarse como 

una medida directa de actividad traduccional. En esta tesis doctoral, con el fin de 

evitar confusiones, se referirá como traductoma o perfil traduccional al conjunto 

de ARNm asociado a ribosoma estando o no en proceso activo de síntesis 

proteica.  

A pesar de la discordancia entre traducción activa o inactiva, la unión de un 

transcrito con el complejo ribosomal presenta una mejor correlación con los 

niveles proteicos que el estudio de este transcrito a nivel transcriptómico. Así, el 

estudio del traductoma o perfil traduccional se sitúa como una potente 

herramienta entre la transcriptómica y la proteómica.  

Actualmente, los métodos para el estudio del ARNm asociado a ribosoma junto 

los avances en secuenciación masiva del transcriptoma (RNA-Seq) han marcado 

un punto de inflexión en la investigación de los cambios en el perfil de expresión 

genético asociados al desarrollo, fisiología o patología (King and Gerber, 2016). 

En las dos últimas décadas las principales aproximaciones en la investigación del 

traductoma se basan en el perfil polisómico y/o ribosomal (Piccirillo et al., 2014). 

La primera técnica se basa en el fraccionamiento por gradiente de sacarosa del 

ARNm. Según la cantidad de ribosomas al que se encuentre asociado, el ARNm 

quedará en una u otra fracción. Esta técnica permite hacer una estimación de la 

actividad y la regulación traduccional de cada transcrito por técnicas de 

expresión génica como la PCR con transcriptasa inversa (qRT-PCR), microarray 

o RNA-Seq (Piccirillo et al., 2014). Por otro lado, la técnica del análisis del perfil 

ribosomal se basa en la digestión de los transcritos asociados a ribosoma con la 

ribonucleasa I, permitiendo extraer los fragmentos de ARNm protegidos (~22-

35 nucleótidos) (Ingolia et al., 2009; Ingolia et al., 2012). La secuenciación de 

estas secuencias de nucleótidos ha puesto de manifiesto nuevas posiciones de 

unión entre ARNm:Ribosoma (codones de inicio alternativos, marcos de lectura 
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o lugares de pausa/bloqueo) relevantes en la regulación traduccional (Lian et al., 

2016).  

A nivel general, ambas técnicas han permitido un gran progreso científico en el 

campo de la traducción. Sin embargo, estas requieren de equipos especializados, 

de un análisis bioinformático complejo y de una extensiva manipulación de las 

muestras. Esto último puede alterar fácilmente el perfil traduccional in situ, ya 

que se adapta rápidamente a los cambios del medio (Zhao et al., 2019a). Además, 

en el gradiente de sacarosa, pese que los ribosomas sean de las macromoléculas 

más grandes a nivel celular, se puede detectar contaminación de otros complejos 

no ribosomales. Del mismo modo, la no-digestión del ARNm de doble cadena por 

parte de la ribonucleasa I puede dar lugar a falsos positivos en los perfiles 

ribosomales (King and Gerber, 2016; Zhao et al., 2019a).   

Por otro lado, cabe tener en cuenta que estas técnicas no tienen resolución de 

tipo celular. Por tanto, en investigaciones relacionadas con tejidos complejos, 

como el SNC, en que la inferencia del perfil de expresión de cada tipo celular es 

crucial para entender los procesos moleculares subyacentes, el potencial de 

estas técnicas es limitado. Clásicamente, con la finalidad de aislar el ARNm 

asociado a ribosoma de subpoblaciones celulares definidas genéticamente en el 

SNC se han utilizado métodos de aislamientos físico-celulares seguidos de la 

separación del complejo ARNm:Ribosoma. Las herramientas más usadas son la 

clasificación de células activadas por fluorescencia por citometría de flujo (Paden 

et al., 1986); la purificación por marcadores de membrana de tipo celular 

específico en placa (immunopanning) (Barres et al., 1988); la microdisección por 

captura láser de grupos celulares mediante la fijación del tejido y la selección 

microscópica por morfología (Emmert-Buck et al., 1996) y/o marcadores 

fluorescentes (Rocco et al., 2017); o la succión del citoplasma a través de pipeta 

fijada a membrana después de un registro electrofisiológico (patch clamp) 

(Toledo-Rodriguez et al., 2004). A pesar de las virtudes de estos métodos, son 

procesos que requieren también de una alta manipulación de la muestra 
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(fijación, disociación, disección…), con la consiguiente alteración del traductoma 

original. Además, la separación de células con morfologías complejas, como en el 

caso del SNC, suele centrarse en la captación del soma, perdiendo el perfil de 

expresión genético a nivel del terminal neuronal. Así, solo aquellos transcritos 

con expresión estable cerca del núcleo podrían ser analizados mediante estas 

tecnologías (Heiman et al., 2014; Jung and Jung, 2016). En consecuencia, en los 

últimos años, se ha puesto especial énfasis en el desarrollo de herramientas que, 

de una manera rápida y eficiente, permitan la purificación del ARNm asociado a 

ribosoma de grupos celulares concretos del SNC.  

5.1. Herramientas para el análisis del traductoma citosólico con 

resolución de tipo celular en tejidos complejos 

En el año 2008 se publicó por primera vez la creación de un ratón transgénico 

que permitía la purificación ribosomal  (TRAP: translating ribosome affinity 

purification) de tipos celulares concretos y el subsiguiente aislamiento del ARNm 

asociado (Heiman et al., 2008). Este animal fue diseñado a través de la inserción 

del cromosoma bacteriano artificial (BAC) codificante para la subunidad 

ribosomal RPL10a seguido de la proteína fluorescente verde EGFP. Con la 

finalidad de que la expresión de esta proteína fuera en determinados tipos 

celulares se añadió en el cromosoma un promotor de expresión restringida para 

determinados grupos neuronales. Así, de una manera rápida y sencilla, se 

consiguió inmunoaislar los ribosomas RPL10a·EGFP positivos y analizar el 

ARNm asociado (Heiman et al., 2014). La creación de distintas líneas de ratones 

bacTRAP han permitido determinar que existe un patrón traduccional específico 

en subpoblaciones celulares del SNC. No solo entre neurona y glía, sino también 

entre grupos neuronales (Doyle et al., 2008).  

Con el fin de evitar crear una línea bacTRAP para cada tipo celular a estudiar, la 

tecnología TRAP ha sacado partido a la gran cantidad de líneas murinas que 

expresan la recombinasa Cre bajo distintos promotores y de la tecnología Cre-

loxP (Gong et al., 2007; Luo et al., 2008; Kumar et al., 2009). Para ello, se han 
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creado principalmente dos ratones que codifican para una subunidad ribosomal 

seguida de un epítopo con expresión Cre-dependiente. Así, solo en aquellas 

células con expresión de la recombinasa Cre se marcarán los ribosomas, 

permitiendo la inmunoprecipitación posterior. El primero de los ratones 

presenta el transgén RPL10aEGFP en el locus murino Rosa26 (Zhou et al., 2013).  El 

segundo ratón o ratón RiboTag codifica en el locus de la subunidad ribosomal 

Rpl22 un epítopo de hemaglutinina (3xHA) (Sanz et al., 2009). Ambos modelos 

permiten el marcaje de la subunidad grande ribosomal citosólica, optimizando 

las posibilidades de inmunoprecipitar el complejo ARNm:Ribosoma, dado que 

este complejo solo se forma si previamente el ARNm ha sido ensamblado en la 

subunidad pequeña (Venezia et al., 2019). La principal diferencia entre ambos 

roedores es que, mientras que en el primero la expresión de la proteína 

ribosomal marcada debe competir con la producción constitutiva de RPL10, la 

expresión de RPL22·HA en el ratón es proporcional a los niveles endógenos de 

RPL22, aumentando las posibilidades de incorporarse en el ribosoma final. 

Comparativamente, la tecnología RiboTag sería, en este sentido, una mejor 

opción para investigar el traductoma a nivel de tipo celular en el SNC (Figura 10). 

La proteína de fusión RPL22·HA (23 kDa), igual que RPL22 (15 kDa), puede 

expresarse de manera estable en todos los tejidos, incorporándose 

preferentemente en la fracción polisómica. Además, a diferencia de las 

tecnologías de separación celular físicas, este ratón permite el aislamiento del 

ARNm a nivel de soma y terminal, dado que el marcaje ribosomal sucede de 

manera endógena (Sanz et al., 2009). No obstante, se debe tener en cuenta que 

las líneas murinas Cre pueden expresar la recombinasa de manera indeseada 

durante algunas etapas del desarrollo, sea por causas fisiológicas o artefactos del 

diseño del transgén. Así pues, es crucial una correcta caracterización del modelo 

animal antes de proceder al análisis del perfil traduccional (Song and Palmiter, 

2018; Luo et al., 2020; Stifter and Greter, 2020) y determinar el nivel de 

enriquecimiento de la muestra inmunoprecipitada (IP) para el marcador del tipo 

celular de estudio. Para ello, siempre se debe extraer una porción del ARN total 
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(Input) presente en la muestra para poder realizar la comparativa. Pequeñas 

contaminaciones son fácilmente detectadas en las tecnologías de secuenciación 

actuales. En este sentido, el protocolo de inmunoprecipitación para la 

herramienta TRAP ha sido extensamente optimizado, permitiendo la obtención 

de un perfil traduccional in situ y reproducible (Heiman et al., 2014; Sanz et al., 

2019). 

 

Figura 10. Esquema de la estrategia RiboTag. El cruce del ratón RiboTag con una línea murina 
con expresión de Cre recombinasa producirá la recombinación del último exón (Ex4-HA). Esto se 
traducirá en la expresión del epítopo HA únicamente en los ribosomas citosólicos del tipo celular 
de interés. Después de diseccionar la región cerebral de interés se procede a realizar un 
homogenado del tejido. Este se incuba en primer lugar con el anticuerpo anti-HA y, posteriormente, 
se conjuga con las bolas magnéticas permitiendo la inmunoprecipitación del ARNm asociado del 
tipo celular de interés (IP). Al mismo tiempo, se extrae del homogenado inicial una pequeña 
porción que representará todo el ARN del área diseccionada (INPUT). Finalmente, se procede a 
realizar el análisis de expresión génica del ARNm asociado a ribosoma citosólico de la población 
celular en investigación. Figura adaptada de Sanz et al., 2019.   
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Por extensión, cabe mencionar que tanto para la estrategia con marcaje 

RPL10a·EGFP (Nectow et al., 2017), como para RPL22·HA (Sanz et al., 2015) se 

han desarrollado vectores virales basados en virus adenoasociados (AAVs) que 

permiten estudiar el perfil traduccional de poblaciones celulares en un espacio-

tiempo concreto, evitando la expresión no deseada del marcaje ribosomal debido 

a la expresión transitoria de la recombinasa Cre durante ciertas etapas del 

desarrollo. Estos vectores virales, a pesar de no ser integrativos, tienen serotipos 

distintos (1, 5, 8, 9 o 10) con la capacidad de transducir eficientemente en el SNC 

y expresarse de manera estable durante un largo período de tiempo (Stoica et al., 

2013). No obstante, la inyección de vectores virales es laboriosa, ya que requiere 

de cirugía estereotáxica en las coordenadas correctas. Esto puede introducir 

variabilidad en los resultados (Armstrong and Tasker, 2014), además de activar 

procesos inflamatorios (Mastakov et al., 2002). Últimamente, la tecnología TRAP 

se ha combinado con la técnica del análisis del perfil ribosomal, permitiendo la 

caracterización del perfil de expresión génica en procesos de actividad neuronal 

de tipo celular específico e incluso con resolución subcelular (dendritas, soma o 

axón)  (Dougherty, 2017).   

Finalmente, para definir un perfil traduccional citosólico con resolución de tipo 

celular es necesario combinar la tecnología RiboTag con un análisis por RNA-Seq. 

Los datos obtenidos a través de esta tecnología son evaluados a nivel de calidad 

y procesados con herramientas bioinformáticas que permiten realizar un 

análisis de expresión diferencial (Conesa et al., 2016). Asimismo, estas 

herramientas permiten la integración y visualización de los datos obtenidos con 

el fin de rebajar la complejidad y aportar relevancia biológica a un largo listado 

de transcritos. Entre otros, el análisis de ontología génica (GO) agrupa los 

diferentes transcritos en categorías biológicas comunes e identifica aquellas 

significativamente sobrerrepresentadas entre el listado de transcritos 

diferencialmente expresados (Young et al., 2010), ofreciendo la oportunidad de 

entender los mecanismos moleculares subyacentes a la condición biológica 

analizada. 
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6. Regulación de la expresión génica mitocondrial en mamíferos  

Una de las características principales de la mitocondria es que esta posee su 

propia maquinaria transcripcional y traduccional que le permite atender de una 

manera rápida las necesidades bioenergéticas de la célula en cada momento 

(D’Souza and Minczuk, 2018). Estos procesos se modulan por una precisa 

coordinación molecular entre el genoma nuclear y el mitocondrial (Vafai and 

Mootha, 2012). Por tanto, alteraciones en un sistema tienen un impacto directo 

en el otro (Pearce et al., 2017). A su vez, esta comunicación coordina funciones 

secundarias del organelo, que no son menos relevantes, como la integración de 

señales en situaciones de estrés (Quirós et al., 2016; Mottis et al., 2019). Procesos 

como la biogénesis del organelo, dinámica mitocondrial (fusión/fisión) y 

mitofagia contribuyen, igualmente, en el mantenimiento del metabolismo 

oxidativo (Benard et al., 2007; Herst et al., 2017). 

6.1. Transcripción y traducción mitocondrial 

El ADNmt o genoma mitocondrial se sitúa en la matriz mitocondrial, espacio 

delimitado por la membrana interna. Principalmente, es heredado por vía 

materna, aunque recientemente algunos estudios señalan la transmisión de este 

genoma por vía paterna (Luo et al., 2018; Mcwilliams and Suomalainen, 2019). 

El ADNmt se compone por ~16,6k pares de bases (pb) en una estructura circular 

de doble cadena, formada por una cadena ligera, rica en guanina que codifica 

para la mayoría de los genes y; cadena pesada, principal hebra molde para la 

transcripción (D’Souza and Minczuk, 2018). Estas secuencias codifican para 37 

genes; 13 proteínas de la fosforilación oxidativa, 22 ARN de transferencia (ARNt) 

y 2 ARN ribosomales (ARNr) (Mercer et al., 2011; Rusecka et al., 2018). Por tanto, 

el genoma mitocondrial clásicamente está especializado en el mantenimiento de 

la traducción de las subunidades proteicas del metabolismo energético. Sin 

embargo, recientemente se han identificado en el ADNmt humano tres péptidos 

cortos que podrían tener funciones adicionales; Humanin, MOTS-C y GAU, 

codificados en el ARNr 16S, 12S y en la cadena complementaria del gen MTCO1, 
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respectivamente. Estos péptidos se han visto implicados en diferentes tejidos y 

vías; en este sentido Humanin se ha descrito como posible neuroprotector ante 

la apoptosis en la enfermedad de Alzheimer, mientras que MOTS-C podría activar 

la vía de AMPK en el músculo esquelético (Shokolenko and Alexeyev, 2015; Capt 

et al., 2016). Asimismo, es importante mencionar que a diferencia del ADNn, el 

ADNmt no presenta apenas regiones no-codificantes (Chinnery and Hudson, 

2013), a excepción de la región control (D-loop) que se caracteriza por presentar 

una triple hélice de ADN (cadena ligera + cadena pesada + 7s ADN) (Nicholls and 

Minczuk, 2014) (Figura 11).  

 

Otra peculiaridad del ADNmt es que se encuentra en cientos o miles de copias 

según el tejido (Chinnery and Hudson, 2013). Estas copias, a su vez, pueden 

presentar diferentes variantes genéticas a distintos porcentajes (heteroplasmia).  

Figura 11. Mapa del ADN mitocondrial humano. Representación de los dos ARNr (azul), los 
22 ARNt (gris) y las 13 proteínas de la cadena de transporte de electrones diferenciadas en 
amarillo (Complejo I), lila (Complejo III), verde (Complejo IV) y naranja (Complejo V).  Figura 
modificada de Chocron et al., 2019; Shokolenko et al., 2014. 
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Proporciones elevadas de mutaciones mitocondriales nocivas pueden derivar en 

enfermedades severas (Stefano and Kream, 2016). A fin de proteger y mantener 

las distintas copias del ADNmt, este se compacta en los llamados nucleoides 

mitocondriales en conjunto con distintas proteínas. En estas estructuras, se 

encuentran los principales componentes de la maquinaria replicativa y 

transcripcional mitocondrial (Gilkerson et al., 2013; Bonekamp and Larsson, 

2018). En contacto con los nucleoides se encuentran los llamados gránulos de 

ARN mitocondrial, donde se procesan y maduran (por ejemplo, mediante la 

adición de las colas poli(A)) los distintos transcritos obtenidos del ADNmt 

(Iborra et al., 2004). Asimismo, cercano a los gránulos de ARN se concentran en 

los llamado D-foci proteínas encargadas de la estabilización o degradación de los 

transcritos (Rorbach and Minczuk, 2012; Borowski et al., 2013). Esta 

compartimentación (Figura 12) permite de una manera rápida y organizada la 

expresión y la traducción de la maquinaria oxidativa, permitiendo la activación 

o inhibición del metabolismo mitocondrial en respuesta a las señales del genoma 

nuclear, manteniendo la homeostasis celular.   
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Específicamente, bajo las señales celulares adecuadas, la ARN polimerasa 

mitocondrial (POLRmt) se encarga de sintetizar la cadena complementaria de 

ARN (transcripción mitocondrial) en los nucleoides mitocondriales. Para ello, se 

une con el promotor de la cadena ligera o pesada situados en la región no 

codificante D-loop. Cabe destacar que hay indicios que señalan la existencia de 

un promotor adicional entre el ARNr y el resto de los genes, explicando los 

distintos niveles de expresión del ARNr y el ARNm, que clásicamente se cree se 

transcriben como una única cadena policistrónica (Shokolenko and Alexeyev, 

2018). En cualquier caso, aunque filogenéticamente la POLRmt presenta una 

gran similitud en la secuencia catalítica con los bacteriófagos T7 y T3 (Ringel et 

al., 2011; D’Souza and Minczuk, 2018), esta no es capaz de unirse por si sola al 

ADNmt. Para ello, ha incorporado dos péptidos pentatricos en el extremo                        

N-terminal que permiten la unión de los factores de inicio de transcripción TFAM 

Figura 12. Representación del proceso de expresión génica del ADNmt. El proceso se 

inicia con (1) la transcripción en los nucleoides. El factor TFAM es la principal proteína 

activadora de la transcripción, así como POLRmt y TFBM2.  MTERF1 se considera el factor 

terminador. A continuación, (2) se realiza la poliadenilación del ARNm, la maduración del 
ARNr y del ARNt. Finalmente, (3) el ARNm producido puede ser traducido a proteína e 

insertado en los complejos de la fosforilación oxidativa o ser degradado en el D-foci con las 

enzimas hSUV3 y PNPasa (Adaptado de Barchiesi and Vascotto, 2019).  



Introducción 

67 
 

y TFB2M (Transcription Factor B2, Mitochondrial) (Hillen et al., 2018). La 

proteína TFAM puede unirse a la región control del ADNmt, en la que se desliza 

hasta encontrar el promotor de interés, permitiendo la unión de POLRmt. En este 

momento, el factor TFB2M modificaría la estructura de la polimerasa 

permitiendo la apertura de la doble cadena de ADNmt y el inicio de la 

transcripción (D’Souza and Minczuk, 2018). A continuación, un cambio de 

conformación del ADNmt promovería la escisión de TFAM y TFB2M (Hillen et al., 

2018), permitiendo la entrada del factor de elongación mitocondrial TEFM. Este 

factor podría conferir una mayor estabilidad a POLRmt, facilitando la salida del 

ARN e impidiendo la terminación prematura de la síntesis del ARN (Minczuk et 

al., 2011, Agaronyan et al., 2015). Una vez sintetizada la cadena de ARN en forma 

policistrónica, el proceso de elongación termina. Para ello, se ha sugerido que el 

factor MTERF1 podría unirse al ARN provocando su escisión. Aunque este 

proceso es aún desconocido, en humanos el ARNt-Leucina de la cadena ligera, se 

cree podría ser el punto de unión con el factor MTERF1 (Hillen et al., 2018; 

Shokolenko and Alexeyev, 2018; D’Souza and Minczuk, 2018). 

Una vez concluida la transcripción, los distintos tipos de ARN unidos en la 

secuencia policistrónica se separan, principalmente por el modelo de 

puntuación, el cual propone que la ribonucleasa RNAsa-P se uniría al extremo 5’ 

de los ARNt y la ribonucleasa RNAsa-Z al extremo 3’, produciendo la escisión de 

los distintos fragmentos del ARN (Ojala et al., 1981; Lopez-Sanchez et al., 2011). 

No obstante, dado que no todos los extremos 5’ y 3’ contienen las secuencias de 

reconocimiento para estas ribonucleasas otros mecanismos aún desconocidos 

podrían también intervenir en este proceso (Rackham et al., 2012). Esta 

fragmentación da lugar a 22ARNt, 2ARNr y 11 ARNm, dos de los cuales son 

bicistrónicos (MTND4/MTND4L y MTATP8/MTATP6).  Posteriormente, todos los 

ARN sufren un conjunto de modificaciones con propósitos escasamente 

conocidos. Por lo general, los ARNt incorporan la terminación CCA en el extremo 

3’ para ser funcionales. Los ARNr son modificados mediante la adición de nuevos 

nucleótidos y cambios de conformación para su inserción en el ribosoma 
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mitocondrial. Finalmente, los ARNm, a excepción del MTND6 en humanos y Nd6 

en ratón, son modificados mediante la inserción de una cola poli(A), de longitud 

variable, en el extremo 3’ (Figura 12) (Temperley et al., 2010; Rackham et al., 

2012; Rorbach and Minczuk, 2012). En referencia a esto último, mientras en 

bacteria la poliadenilación es una señal de degradación y en el citoplasma 

eucariota es una medida de estabilización, en mitocondria la incorporación de 

este fragmento puede tener múltiples funciones. Una posibilidad es que la cola 

poli(A) completa el codón de terminación para la traducción, dado que 7 de los 

11 transcritos no lo poseen (Ojala et al., 1981; D’Souza and Minczuk, 2018) 

(Figura 13). 

 

Después de las modificaciones postranscripcionales se produce la traducción 

mitocondrial. No obstante, esta solo ocurre bajo las señales nucleares adecuadas 

que controlan la biogénesis y actividad ribosomal mitocondrial. Para que esto 

MTND1 ARNm

MTND2 ARNm

MTCO1 ARNm

MTCO2 ARNm

MTATP8/MTATP6 ARNm

MTCO3 ARNm

MTND3 ARNm

MTND4/MTND4L ARNm

MTND5 ARNm

MTND6 ARNm

MTCYB ARNm

No codificante

Poli(A)

Codón de inicio

Codón de terminación

Marco abierto de lectura

Figura 13. Poliadenilación del ARNm mitocondrial. Representación del largo medio de la 
cola poli(A) incorporada en los transcritos mitocondriales en células HepG2 indicado en el 
extremo 3’. Adaptado de Rackham et al., 2012.  
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sea posible, el ribosoma mitocondrial en mamíferos se ha especializado 

distanciándose de sus orígenes procariotas. En comparativa, presenta una mayor 

proporción de proteínas en su composición (82 proteínas totales) (Amunts et al., 

2015; D’Souza and Minczuk, 2018), entre las cuales destaca la proteína ML45 que 

permite la unión del ribosoma mitocondrial con la membrana interna 

mitocondrial. De este modo,  se produce una rápida inserción de las proteínas 

nacientes transmembrana en su destino final (Englmeier et al., 2017), 

optimizando el control de la expresión génica y la activación del metabolismo 

energético. Notablemente, la especialización de la traducción mitocondrial se ha 

extendido hasta el punto de poseer un código genético ligeramente diferente al 

universal (Barrell et al., 1979; Knight et al., 2001). En este sentido, a diferencia 

de la traducción bacteriana,  el ARNt-Metionina en mitocondria es el mismo tanto 

para la iniciación como para la elongación de la traducción. La diferencia reside 

en que una proporción de estos presenta un grupo formilo (fMet) que le permite 

iniciar la síntesis proteica (Tucker et al., 2011). Estas características, entre otras, 

hacen de la traducción mitocondrial un proceso complejo y poco conocido hasta 

la fecha. Así, aunque la finalidad de esta maquinaria es sintetizar tan solo 13 

proteínas con función en la fosforilación oxidativa, los mecanismos de 

activación/inhibición y organización orquestados desde el núcleo siguen siendo 

un campo por investigar. De este modo, por ejemplo, la regulación de la síntesis 

peptídica de los dos transcritos bicistrónicos es desconcertante.  Estos 

transcritos presentan marcos de lectura abiertos solapantes, en consecuencia, el 

marco de lectura abierto del segundo transcrito tiene una secuencia no traducida 

en el extremo 5’ que los otros transcritos no presentan, suponiendo un reto en la 

comprensión de su regulación (Mai et al., 2017). La complejidad de estos 

procesos y la gran cantidad de factores nucleares que intervienen hacen que 

alteraciones en la traducción mitocondrial tengan un gran impacto funcional. 

En cualquier caso, el modelo clásico de traducción mitocondrial señala que el 

ribosoma mitocondrial se compone por una subunidad mayor con un coeficiente 

de sedimentación de 39S, una menor de 28S y de dos ARNr: el 16S y el 12S, 
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localizados respectivamente, en la subunidad mayor y menor (Greber and Ban, 

2016). La subunidad mayor contiene el centro catalítico, evolutivamente 

conservado, con la peptidil transferasa (sitio P) y el canal de salida del péptido 

naciente (Greber et al., 2014). La subunidad menor contiene un túnel 

especializado para la unión con el ARNm y el centro de unión aminoacil para los 

ARNt (sitio A). En bacteria, ambas subunidades se interconectan por el ARNr 5S. 

Sin embargo, en el ribosoma mitocondrial de mamífero no se ha encontrado 

dicha estructura. En su defecto, un ARNt tendría esa función. En humanos se ha 

propuesto que el ARNt-Valina, ya codificado entre ambos ARNr en el genoma 

mitocondrial, podría tener dicha función (Brown et al., 2014).  

Al inicio de la traducción, el factor de iniciación IF3mt se une al ARNm junto a la 

subunidad menor, impidiendo la unión de la subunidad mayor. A continuación, 

se reconoce el codón de inicio (AUG, AUU o AUA) del ARNm al que se une el 

primer residuo de fMet con la ayuda del factor de iniciación IF2mt (Tucker et al., 

2011; Ott et al., 2016), produciendo así la síntesis del primer aminoácido. 

Seguidamente, se produce la escisión de los factores de iniciación permitiendo el 

ensamblaje con la subunidad mayor y el inicio de la fase de elongación. Esta etapa 

depende de tres factores: EF-Tumt, EF-Tsmt y EF-G1mt. El primer factor, GTP-

dependiente, coloca en el sitio A un ARNt cargado con el aminoácido 

correspondiente. El segundo factor permite la regeneración de GDP a GTP 

promoviendo la carga de residuos. Cuando el aminoácido cargado es reconocido 

por el codón, EF-G1mt produce la translocación del sitio A al sitio P, donde se 

produce la unión a la cadena peptídica. La consiguiente translocación produciría 

la salida del ARNt para ser reciclado. Finalmente, en el momento que aparece el 

codón de terminación, el factor RF1mt detiene la síntesis proteica mediante la 

escisión de la cadena naciente. La unión posterior de los factores RRF1mt y EF-

G2mt producen la separación de las dos subunidades ribosomales. En este 

momento, el factor IF3mt se vuelve a unir a la subunidad menor bloqueando el 

ensamblaje ribosomal (Boczonadi and Horvath, 2014; Ott et al., 2016; Mai et al., 

2017). Así pues, la traducción mitocondrial culmina con la síntesis de 13 
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subunidades proteicas de los complejos mitocondriales I, III, IV y V, permitiendo 

la síntesis de ATP.  

6.2. Importancia de la coordinación núcleo-mitocondria en la 

homeostasis celular 

La correcta expresión del ADNmt depende únicamente de proteínas codificadas 

en el núcleo. Aproximadamente, entre 250-300 proteínas nucleares tienen 

dedicación exclusiva en la regulación del perfil de expresión génica mitocondrial, 

revelando un proceso altamente estructurado (Pearce et al., 2017). Así, una 

sinergia mitocondria-núcleo o mito-nuclear es crucial para la síntesis de un 

proteoma mitocondrial eficiente que, por retroalimentación, impactará 

directamente en la homeostasis celular. En este sentido, en Saccharomyces 

cerevisiae se ha podido determinar por secuenciación masiva genómica que 

durante la transición de un ambiente anaeróbico a uno aeróbico existe una 

coordinación entre la generación de subunidades mitocondriales en el núcleo y 

la mitocondria, a velocidades dispares, siendo la maquinaria nuclear la 

dominante (Couvillion et al., 2016). Aunque las vías mitocondriales difieren en 

muchos sentidos entre levaduras y mamíferos, en este último grupo se ha 

observado que el bloqueo de la traducción de la subunidad COX4 (nuclear) 

deriva en la paralización traduccional de la subunidad COX1 (mitocondrial), 

evitando el depósito innecesario de subunidades proteicas del complejo IV y 

optimizando los recursos celulares (Richter-Dennerlein et al., 2016). Asimismo, 

la retirada de cloranfenicol, un inhibidor de la traducción mitocondrial, activa la 

biosíntesis proteica en el citoplasma, demostrando así que esta comunicación es 

de carácter bidireccional (Guerrero-Castillo et al., 2017). Adicionalmente, tanto 

en levadura como en mamífero, se ha demostrado que ciertas proteínas 

mitocondriales codificadas en el núcleo se traducen directamente en la 

membrana externa mitocondrial, promoviendo su inserción directa en el 

organelo, mientras son, a su vez, controladas directamente por proteínas de 

origen mitocondrial (Gehrke et al., 2015; Huang et al., 2018; Vardi-Oknin and 
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Arava, 2019). El conjunto de estos datos revela un mecanismo de comunicación 

mito-nuclear en el control de la síntesis proteica significativamente conservado 

durante la evolución. Alteraciones de estos procesos pueden impactar 

directamente en el conjunto de funciones del organelo y de la célula.  

Notablemente, aunque esta bicomunicación se refleja en la pleiotropía funcional 

del organelo, tiene un gran impacto en el proceso de transcripción y traducción, 

tanto a nivel mitocondrial como citosólico. Clásicamente, se han establecido dos 

vías de comunicación entre el núcleo y la mitocondria; anterógrada y retrógrada. 

El núcleo controla la actividad mitocondrial por la vía anterógrada, la cual 

promueve o inhibe la biogénesis/mitofagia mitocondrial, normalizando el 

contenido final de ATP celular según las necesidades metabólicas del momento. 

La combinación de señales externas, como el ejercicio, la restricción calórica o el 

frío, junto con señales internas, como el daño en el ADN, pueden modular la 

actividad de algunos factores de transcripción, tales como PGC1-α, PPARs o NRFs 

(Nuclear Respiratory Factor). Estos inducen cambios en la expresión del 

proteoma mitocondrial, promoviendo la síntesis de proteínas involucradas en la 

fosforilación oxidativa codificadas a nivel nuclear. Además, pueden activar la 

transcripción y traducción de proteínas nucleares encargadas de la replicación, 

transcripción y traducción mitocondrial, como pueden ser las proteínas 

relacionadas con la biogénesis ribosomal del organelo. Al mismo tiempo, 

también pueden impulsar las vías implicadas en la oxidación de ácidos grasos en 

la mitocondria, especialmente en músculo esquelético y corazón, exhibiendo que 

estos procesos están condicionados por el tipo de tejido (Quirós et al., 2016). Así, 

un mismo tipo de alteración en el control de la transcripción y traducción mito-

nuclear puede tener un impacto divergente según el tipo celular, tal y como se 

refleja en poblaciones neuronales distintas con la misma mutación mitocondrial 

(Apartado 4.8 Introducción).  

Por otro lado, desde la mitocondria, el tránsito fluctuante de iones, metabolitos, 

proteínas o lípidos se utiliza como señales retrogradas al núcleo. Estas señales se 
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conocen bajo el nombre de mitohormesis y permiten la adaptación celular a 

distintos fenómenos de estrés, promoviendo cambios transcripcionales en el 

núcleo (Mottis et al., 2019). Principalmente, el nivel energético derivado de los 

niveles de ADP/ATP puede activar AMPK, involucrada en procesos como el 

metabolismo de glucosa y lípidos o en la inhibición de la síntesis proteica y la 

autofagia por la vía de mTOR (Ke et al., 2018). Asimismo, los niveles de oxígeno 

son cruciales para la generación de ATP. En condiciones de hipoxia, estos niveles 

pueden influenciar la función mitocondrial mediante la activación del factor de 

transcripción HIF1-α en el núcleo. Igualmente, los niveles de ROS pueden 

también activar múltiples señales de estrés celular (Pamenter, 2014). Los niveles 

de Ca2+ son también un eje central de la señalización celular, dado que la 

mitocondria, junto con el retículo endoplasmático, es capaz de intercambiar 

estos iones modulando rápidamente su dinámica y función (Wu et al., 2018). 

Asimismo, el ratio NADH/NAD+ puede activar la desacetilación de ciertos 

componentes en mitocondria (Canto et al., 2015). Cabe destacar también, que el 

conjunto de estas moléculas con metabolitos intermedios del ciclo de Krebs y/o 

niveles distintos de heteroplasmia pueden inducir cambios epigenéticos 

significativos en el ADNn con un impacto directo en la función del organelo 

(Matilainen et al., 2017; Kopinski et al., 2019; Wiese and Bannister, 2020).  

Por otro lado, la mitocondria también tiene un efecto directo en la proteostasis 

celular como respuesta al estrés. Un componente importante en esta vía es la 

fosforilación del factor eIF2α (factor inicio de elongación traduccional en 

eucariotas), que puede activarse por niveles elevados de ROS. En estado 

fosforilado, este componente promueve la inhibición de la síntesis proteica 

general con la finalidad de activar una cascada transcripcional a través del factor 

ATF4. Subsecuentemente, esta activación promueve la degradación o síntesis de 

otras proteínas, por ejemplo, a través de la inducción de chaperonas. Finalmente, 

cabe mencionar que las respuestas moleculares dirigidas por la coordinación 

mito-nuclear pueden también convertirse en señales extracelulares de estrés 

desde la mitocondria (citoquinas o péptidos mitocondriales). En conjunto estos 
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datos manifiestan la gran complejidad de esta comunicación y la relevancia de su 

investigación, especialmente en casos patológicos (Quirós et al., 2016; Mottis et 

al., 2019).  

Todos estos procesos son el resultado final de la combinatoria e influencia entre 

la expresión genética nuclear y mitocondrial. Se ha observado que la segregación 

de ciertos haplotipos mitocondriales está controlada por el núcleo, optimizando 

la transmisión de polimorfismos del ADNmt beneficiosos para un determinado 

perfil de expresión nuclear (Wei et al., 2019; Lechuga-Vieco et al., 2020). Por 

tanto, la especialización de la comunicación mito-nuclear se refleja en los perfiles 

transcripcionales y, especialmente, traduccionales de cada tipo celular en 

condiciones fisiológicas, y especialmente, patológicas. Sin embargo, la 

complejidad de la red molecular de estos mecanismos ha obstaculizado su 

investigación. Con el fin de superar estas dificultades, las actuales herramientas 

de secuenciación masiva (RNA-Seq) representan una excelente oportunidad 

para inferir con gran precisión los cambios transcripcionales que subyacen estas 

vías (Zhang and Falk, 2014). 

 

6.3. Aproximaciones para el análisis del traductoma mitocondrial con 

resolución de tipo celular 

Como se ha mencionado anteriormente, la investigación del traductoma a nivel 

de tipo celular específico es especialmente relevante en el caso de enfermedades 

relacionadas con la deficiencia mitocondrial en el SNC. Un claro ejemplo sería su 

aplicabilidad en el estudio del perfil traduccional citosólico en las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares por su impacto en el progreso patológico en 

modelos del SL. Dada la relevancia de la comunicación mito-nuclear en el perfil 

traduccional de ambos genomas, no se puede obviar ninguno de los dos procesos 

si se pretende realizar un estudio de los cambios moleculares subyacentes. Es 

crucial, pues, entender los perfiles de expresión traduccional al completo 
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(citosólico + mitocondrial) para entender las vías patológicas que dirigen la 

progresión de la enfermedad y exponer potenciales dianas terapéuticas.  

En este sentido, con el objetivo de analizar el perfil de expresión génica 

mitocondrial, clásicamente se han utilizado protocolos basados en el uso de 

diferentes gradientes de sacarosa o Percoll combinados con centrifugación 

diferencial para aislar la mitocondria sináptica y no sináptica (Kristian, 2010; 

Kiss et al., 2016). Estos procesos permiten el aislamiento del organelo funcional 

manteniendo las condiciones isotónicas. No obstante,  requieren de extensas 

manipulaciones que pueden alterar el perfil metabólico mitocondrial. 

Alternativamente, otros métodos basados en el aislamiento magnético del 

organelo han permitido su obtención de un modo más rápido (Chen et al., 2016; 

Hubbard et al., 2019). Sin embargo, estos métodos suelen utilizarse para estudiar 

el perfil metabolómico mitocondrial y no para el análisis del traductoma. En este 

sentido, basándose en las aproximaciones para la investigación del perfil 

ribosomal citosólico, se han desarrollado algunas técnicas para analizar el perfil 

ribosomal mitocondrial. Algunos ejemplos son, en Saccharomyces cerevisiae el 

marcaje con un epítopo FLAG a nivel de mitoribosoma (Couvillion and 

Churchman, 2017) o el aislamiento por un menor grado de sedimentación de los 

monosomas mitocondriales en fibroblastos (Rooijers et al., 2013).  

Pese al gran valor técnico de estos estudios, estos carecen de la resolución 

necesaria para realizar un enfoque de tipo celular específico en el SNC. Para ello, 

la reprogramación celular permite el análisis del perfil traduccional mitocondrial 

manteniendo la comunicación mito-nuclear (Woods, 2017). No obstante, los 

protocolos de conversión a iPSC (Induced pluripotent stem cells) y, 

posteriormente, de diferenciación requieren de cambios significativos en el 

perfil de expresión génica mitocondrial, perturbando el análisis final de los 

resultados (Xu et al., 2013; Gibson and Thakkar, 2018; Lisowski et al., 2018). 

Igualmente, el uso de cultivos celulares no permite estudiar la integración de 
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señales celulares no-autónomas, siendo de gran relevancia en el caso del SNC 

dada la gran heterogeneidad e interacción celular.  

Actualmente, a diferencia de la sofisticación de las herramientas citosólicas 

TRAP, las técnicas para aislar el ARNm asociado a ribosoma mitocondrial in vivo 

a nivel de tipo celular no han sido desarrolladas aún. No obstante, numerosos 

esfuerzos se han realizado en el desarrollo de técnicas que permiten entender la 

mitocondria con resolución de tipo celular. Recientemente, se han publicado dos 

metodologías in vivo con gran potencial para aislar la mitocondria de 

determinados grupos celulares. Estas están basadas en la creación de dos 

modelos murinos: ratón MITO-tag (Bayraktar et al., 2019) y MitoTag (Fecher et 

al., 2019). El primer modelo expresa una proteína resultante de la unión de la 

secuencia transmembrana C-terminal de la proteína mitocondrial OMP25 y 

secuencias con localización en la membrana externa mitocondrial un epítopo de 

HA, mientras que el segundo expresa una proteína, también con localización en 

la membrana externa mitocondrial, un marcaje con proteína fluorescente verde 

GFP. Ambos ratones presentan la expresión de estos epítopos de manera Cre-

dependiente en el locus Rosa26. Así, la expresión del epítopo en ciertas 

subpoblaciones permite la inmunoprecipitación de la mitocondria. 

Principalmente, estos modelos permiten el análisis proteómico y metabolómico 

in situ, de una manera rápida y poco invasiva en cualquier contexto de desarrollo, 

fisiológico o patológico. En el caso del ratón MitoTag se ha demostrado el 

potencial de esta herramienta en el SNC realizando la comparativa del perfil 

proteómico mitocondrial en tres tipos neuronales diferentes, incluso 

diferenciando entre mitocondria somática y terminal. Este estudio ha puesto de 

manifiesto diferencias significativas en los patrones de expresión molecular del 

organelo, dependientes del tipo neuronal. Además, el hecho que el epítopo GFP 

sea una proteína fluorescente ha permitido el estudio de la dinámica y 

localización mitocondrial in situ. De igual modo que para la tecnología TRAP, este 

tipo de aislamiento mitocondrial se ha adaptado a un vector adenoasociado 
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(Gella et al., 2020), permitiendo el marcaje mitocondrial en un marco 

espaciotemporal más delimitado. 

A nivel traduccional se ha descrito recientemente la creación de un nuevo 

modelo murino (MitoRibo-Tag), que expresa de manera constitutiva el epítopo 

FLAG en el último exón del locus mL62 (proteína ribosomal mitocondrial de la 

subunidad mayor) (Busch et al., 2019), permitiendo la inmunoprecipitación de 

los ribosomas mitocondriales. Aunque esta aproximación no tiene resolución de 

tipo celular, este animal se ha utilizado para estudiar el interactoma a nivel 

proteico del ribosoma mitocondrial murino, aportando nuevos datos en la 

regulación traduccional mitocondrial de tejidos como corazón, hígado o riñón. El 

protocolo utilizado en este caso se basa en la concentración de la fracción 

mitocondrial mediante centrifugación y la inmunoprecipitación posterior del 

ribosoma mitocondrial. No obstante, el estudio proteómico requiere de una gran 

cantidad de mitocondria, dificultando su aplicación en el SNC a nivel de tipo 

celular específico. Asimismo, como se ha comentado anteriormente, 

manipulaciones extensivas basadas en centrifugaciones sucesivas pueden sesgar 

los resultados finales. En cualquier caso, a pesar de no ser una estrategia que 

distinga entre tipos celulares demuestra que es posible aislar el ribosoma 

mitocondrial en ratón de una manera dirigida. El desarrollo de esta estrategia, 

en un proceso enfocado a extraer el ARNm asociado a ribosoma con resolución 

de tipo celular, es una herramienta poderosa para la caracterización del 

traductoma mitocondrial en poblaciones de interés del SNC.  

De esta manera, dada la relevancia de la comunicación mito-nuclear en el 

traductoma, herramientas que permitan entender las variaciones en el perfil 

traduccional del organelo en un espacio-tiempo común con el perfil traduccional 

del citoplasma aportarían una visión completa de los mecanismos moleculares 

subyacentes a una condición celular determinada, siendo especialmente 

relevantes en el caso de la deficiencia mitocondrial. Por extensión, la 

caracterización de los perfiles traduccionales citosólicos y mitocondriales de una 
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misma subpoblación celular puede contribuir significativamente en el desarrollo 

de terapias efectivas para enfermedades neurodegenerativas, como las 

patologías mitocondriales (EMP y EMS). 
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La presente tesis doctoral se basa en la hipótesis que la susceptibilidad neuronal 

observada en el contexto de la deficiencia del complejo I mitocondrial, 

específicamente en las neuronas GABAérgicas del bulbo olfatorio y las 

glutamatérgicas vestibulares, se puede explicar por las alteraciones del perfil 

traduccional citosólico y mitocondrial de cada tipo neuronal. Por tanto, 

determinar los cambios en el traductoma citosólico y mitocondrial podría ayudar 

a definir las diferencias moleculares que caracterizan cada tipo neuronal, así 

como elucidar su contribución en la progresión patológica del SL, lo que puede 

facilitar el desarrollo de tratamientos eficaces. Para ello, no obstante, se requiere 

de la generación de herramientas moleculares adecuadas que proporcionen 

resolución a nivel de tipo celular. 

Con el fin de validar dicha hipótesis, los objetivos de este trabajo son: 

1. Caracterizar el perfil traduccional citosólico GABAérgico del bulbo 

olfatorio y glutamatérgico vestibular en un modelo murino 

condicional deficiente para la subunidad mitocondrial NDUFS4 en 

las neuronas GABAérgicas o glutamatérgicas, respectivamente. Para 

ello, se utilizará la tecnología RiboTag y secuenciación masiva de 

transcriptoma completo (RNA-Seq), con la finalidad de elucidar las vías 

alteradas en cada tipo neuronal que puedan contribuir al descubrimiento 

de nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento del SL. 

 

2. Desarrollar y validar una tecnología molecular (MitoRiboTag) que 

permita aislar el perfil traduccional mitocondrial in vivo a nivel de 

tipo celular en tejidos complejos mediante un vector viral 

adenoasociado. 
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3. Analizar el perfil traduccional mitocondrial glutamatérgico 

vestibular en un modelo murino deficiente para la subunidad 

mitocondrial NDUFS4 particularmente en las neuronas 

glutamatérgicas con el uso de la metodología MitoRiboTag, 

completando el estudio del perfil traduccional global (núcleo-

mitocondria) de las neuronas glutamatérgicas vestibulares, potenciales 

responsables de la primera causa de muerte en el SL.  
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1.  Animales 

Los ratones utilizados en la presente tesis doctoral, todos en un fondo genético 

C57Bl6/J obtenido mediante más de veinte retrocruzamientos, han sido 

estabulados a una temperatura constante de 22ºC, humedad relativa de 55±10%, 

ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y con acceso a agua y comida (2014 diet, HSD 

Tekland Inc) ad libitum. El sacrificio de todos los ratones se ha realizado por 

asfixia por CO2. Todos los procedimientos empleados fueron previamente 

evaluados, aprobados y autorizados por la Comisión de Ética en la 

Experimentación Animal y Humana de la Universidad Autónoma de Barcelona y 

la Generalitat de Catalunya. Se detallan en la Tabla 6 las principales cepas de Mus 

musculus utilizadas para la creación de los distintos ratones control y 

experimentales.  

Tabla 6. Listado de cepas murinas a partir de las cuales se han establecido los ratones 
transgénicos utilizados en este trabajo. A excepción del ratón Slc17a6iCre, que fue generado por 
el laboratorio del Dr. Ole Kiehn y cedido por el Dr. Richard Palmiter, los demás ratones provienen 
de The Jackson Laboratory (JAX). MGI: Mouse genome informatics. 

Identificación Referencia Nombre cepa 

Slc17a6iCre (BAC-

Vglut2::Cre) 

(Borgius et al., 2010)  

MGI:4881727 

Tg(Slc17a6-icre)1Oki 

Gad2Cre/+(Gad2-

IRES-Cre) 

(Taniguchi et al., 2011) 

MGI:4418713 

B6J.Cg-Gad2tm2(cre)Zjh/MwarJ 

(JAX stock #028867) 

Ndufs4Δ/+   

(1) 

(Kruse et al., 2008) 

MGI:5614215 

B6.129S4-Ndufs4tm1.1Rpa/J 

(JAX stock #027058) 

Ndufs4lox/lox (Kruse et al., 2008) 

MGI:5613135 

B6.129S4-Ndufs4tm1Rpa/J 

(JAX stock #026963) 

Rpl22HA/HA (Sanz et al., 2009)  

MGI:4355967 

B6N.129-Rpl22tm1.1Psam/J 

(JAX stock #011029) 

(1) Δ = alelo delecionado o deficiente 

1.1. Genotipado de los ratones transgénicos 

El ADN genómico de los ratones anteriormente expuestos se analizó por PCR 

mediante el kit comercial Phire Tissue Direct PCR Master Mix (#15481124, 

Thermo Scientific), que permite el genotipado de tejido sin previa purificación 

del ADN. En el momento del destete (P21), se seccionó 3-5 mm de cola de cada 



Material y métodos 
 

86 
 

ratón, el cual se digirió durante 5 minutos en 40 µL de Dilution Buffer + 1 µL de 

DNA Release Additive del kit para la liberación del ADN del tejido. A continuación, 

se finalizó la digestión a 98ºC durante 2 minutos. Para el análisis del genotipo de 

los ratones, se añadió 1 µL de la mezcla de digestión a los componentes de la 

reacción de PCR de acuerdo con la Tabla 7. 

Tabla 7. Composición de los reactivos necesarios por cada reacción de PCR para el 
genotipado según fueran necesarios dos cebadores o tres (locus Ndufs4). 

Reactivos Volumen (µL) 
Phire Tissue Direct PCR Master Mix (2X) 10 

Cebadores (10µM) 1 

H2O 
7 (para dos cebadores) 

 6 (para tres cebadores) 

Mezcla de digestión/controles 1 

Volumen final 20 

 

Las secuencias de los cebadores utilizados para cada reacción fueron (FOR: 
Forward, REV: Reverse): 

 

• Gad2_CRE_REV 5’-GAACGCTAGAGCCTGTTTTGCACGTTC-3’ 
• Gad2_CRE_FOR 5’-GCATTACCGGTCGATGCAACGAGTG-3’ 

• Vglut2_iCRE_REV 5’-GAGATGTCCTTCACTCTGATTC-3’ 
• Vglut2_iCRE_FOR 5’-TCTGATGAAGTCAGGAAGAACC-3’ 

• Ndufs4_1060 5’-AGCCTGTTCTCATACCTCGG-3’ 
• Ndufs4_1061 5’-GTCCTCTATGAGGGTACAGAG-3’ 
• Ndufs4_1139 5’-GGTGCATACTTATACTACTAGTAG-3’ 

• Rpl22HA_REV 5’-TTTCCAGACACAGGCTAAGTACAC-3’ 
• Rpl22HA_FOR 5’-GGGAGGCTTGCTGGATATG-3’ 

 

Una vez preparada la reacción de genotipado, la secuencia diana se amplificó de 

acuerdo con el perfil térmico establecido en la Tabla 8.  
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Tabla 8. Descripción de las temperaturas de desnaturalización, alineamiento, extensión y 
del número de ciclos de amplificación para la PCR de genotipado de los locus Gad2, Vglut2, 
Ndufs4 y Rpl22 (s= segundos, min=minutos).  

Locus Programa PCR 

Gad2 

95ºC 2 min 
95ºC 10 s  
63ºC 10 s 
72ºC 40 s 
72ºC 5 min 
4ºC    ∞ 

Vglut2 

94ºC 3 min 
94ºC 30 s 
58ºC 30 s 
72ºC 1 min 
72ºC 5 min 
4ºC    ∞ 

Ndufs4 

98ºC 1 min 
98ºC 5 s  
55ºC 15 s 
72ºC 30 s 
72ºC 5 min 
4ºC    ∞ 

Rpl22 

95ºC 2 min 
95ºC 20 s  
57ºC 20 s 
72ºC 30 s 
72ºC 5 min 
4ºC ∞ 

 

Los productos resultantes de la reacción de PCR se identificaron por 

electroforesis en un gel de acrilamida incubado con el colorante de ADN Midori 

Green (#B4MG04, Cultek) y visualizado con luz ultravioleta. El gel de acrilamida 

se compone por un 10% de una mezcla de acrilamida/bisacrilamida (37,5:1; 

#100638, Merck Millipore), un 5% de TBE 10X (#BP-1333-4, Fisher Scientific), 

un 0,75% de una solución de APS al 10% (peso/volumen; #10744171, Fisher 

Scientific) y un 0,15% de TEMED (#1107320100, Merck Millipore) + H2O. 

Se detallan a continuación el tamaño de los productos de PCR según el alelo 

amplificado (Figura 14).  

31 ciclos 

30 ciclos 

32 ciclos 

30 ciclos 
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1.2. Ratones con deleción condicional de Ndufs4 en las neuronas 

glutamatérgicas VGLUT2 

Para la obtención de los ratones con deficiencia de la subunidad mitocondrial 

NDUFS4 restringida en las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2) se estableció el 

cruce murino detallado en la Figura 15. De este cruce se obtuvieron los ratones 

Vglut2:Ndufs4cCT (control) y Vglut2:Ndufs4cKO (experimental). Estos ratones 

expresan la recombinasa iCre en las neuronas glutamatérgicas VGLUT2 (símbolo 

del gen: Slc17a6). A través del sistema Cre-loxP (Gu et al., 1993; Kim et al., 2018), 

100pb
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Figura 14. Representación del tamaño del amplicón para Cre, iCre y las modificaciones 
en los locus de Ndufs4 y Rpl22 resultante del genotipado por PCR.  
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el grupo experimental es deficiente para Ndufs4 únicamente en las neuronas 

VGLUT2. Por el contrario, el grupo control es heterocigoto para el locus Ndufs4.  

 

 

1.3. Ratones transgénicos para el análisis del traductoma citosólico de 

tipo celular específico en el contexto de enfermedad mitocondrial 

Para determinar el traductoma citosólico de las neuronas glutamatérgicas del 

núcleo vestibular (NV) y de las neuronas GABAérgicas del bulbo olfatorio (BO), 

en el contexto del SL, se establecieron dos cruces murinos, indicados en la Figura 

16. De estos cruces se generaron los ratones controles Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT 

y Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT. Asimismo, se obtuvieron los ratones 

experimentales Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO y Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO. Estos 

grupos expresan la recombinasa iCre en las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2) 

o la recombinasa Cre en las GABAérgicas (GAD2). Basado en el sistema Cre-loxP, 

los grupos experimentales son deficientes para Ndufs4 exclusivamente en las 

neuronas GABAérgicas o glutamatérgicas, mientras que los controles mantienen 

siempre, como mínimo, un alelo Ndufs4 salvaje (wild type). La combinación 

mediante cruces del background genético Ndufs4, con un background genético 

RiboTag (Sanz et al., 2009), donde el alelo Rpl22HA se encuentra floxado y expresa 

la proteína de fusión RPL22·HA bajo la acción específica de la recombinasa Cre, 

permite el análisis del perfil traduccional citosólico de las neuronas VGLUT2 o 

Figura 15. Cruce murino establecido para obtener los ratones control 
(Vglut2:Ndufs4cCT) y experimentales (Vglut2:Ndufs4cKO) deficientes para la subunidad 
NDUFS4 del complejo I mitocondrial en las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2). 
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GAD2 en el contexto de la deficiencia del complejo I mitocondrial, mediante la 

inmunoprecipitación de los ribosomas citosólicos de estos tipos celulares 

específicos. 

 

1.4. Protocolo de supervisión clínica de los ratones experimentales y 

control 

Los ratones condicionales experimentales se mantuvieron en observación diaria 

con el fin de determinar el momento adecuado para su eutanasia. Para ello, se 

evaluó su capacidad motora, morfología corporal, estado de hidratación y peso. 

Al presentar parálisis parcial o total de las patas traseras, ataxia severa, cifosis, 

signos de deshidratación evidente y/o una disminución del 20% de su peso 

corporal máximo durante tres días consecutivos se procedió a su eutanasia por 

asfixia por CO2. Del mismo modo, se monitorizaron los ratones control con el fin 

de evitar anomalías independientes a la deficiencia mitocondrial, como la 

maloclusión dental.  
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Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT
Slc17a6iCre; Rpl22HA/+; Ndufs4Δ/+

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO
Slc17a6iCre; Rpl22HA/+; Ndufs4Δ/lox

12,5%

12,5%

Lí
n

e
a 

gl
u

ta
m

at
ér

gi
ca

Gad2Cre/+; Ndufs4lox/+ Ndufs4lox/lox; Rpl22HA/HA

x

Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT
Gad2Cre/+; Rpl22HA/+; Ndufs4lox/+

Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO
Gad2Cre/+; Rpl22HA/+; Ndufs4lox/lox

25%

25%

Lí
n

e
a 

G
A

B
A

é
rg

ic
a

Figura 16. Cruce murino establecido para obtener los ratones control (negro) y 
experimental (rojo/azul) deficientes para la subunidad NDUFS4 del complejo I 
mitocondrial en las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2) o GABAérgicas (GAD2) con 
marcaje de HA para la subunidad ribosomal citosólica RPL22 (RiboTag). 
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2. Cultivo de células HEK293T 

Los cultivos celulares utilizados en esta tesis doctoral se limitan al cultivo de la 

línea celular inmortalizada de riñón embrionario humano (Human Embryonic 

Kidney; HEK) 293T (ATCC). 

2.1. Mantenimiento de las células HEK293T 

Las células HEK293T se mantuvieron en matraces de cultivo celular de 75 cm2 a 

37ºC y 5% CO2 en medio completo DMEM sin piruvato (#41965039, Gibco) 

suplementado con un 10% de suero bovino fetal (#10270106, Gibco) y un 1% de 

penicilina/estreptomicina a 10.000 U/mL (#15140122, Gibco). En condiciones 

estériles, las células fueron transferidas a un nuevo matraz de cultivo celular al 

alcanzar una confluencia del 80-90% (aproximadamente una vez por semana). 

Para ello, se realizó un lavado rápido con DPBS 1x (#SH30028.02, HE Healthcare 

Hyclone) y se añadió 3 mL de una solución de tripsina-EDTA (0,25%; 

#25200072, Gibco) durante 3 minutos a 37ºC y 5% CO2. Tras este tiempo, las 

células fueron resuspendidas en medio fresco y transferidas a un nuevo matraz 

de cultivo a una dilución 1:20. Adicionalmente, entre cada subcultivo se realizó 

un cambio de medio. Las células HEK293T fueron utilizadas entre los pases 7-20.     

 

2.2. Congelación y descongelación de las células HEK293T 

Con el fin de evitar el uso de células en pases elevados, se mantuvo una reserva 

de HEK293T congelada en nitrógeno líquido a pase 7-9. Para ello, a una 

confluencia celular del 80-90%, se recolectaron las células en un tubo estéril 

usando el método de tripsina explicado en el apartado anterior. Estas células se 

centrifugaron a 1.000 rpm durante 3 minutos. Después de extraer el 

sobrenadante, se resuspendió el precipitado celular en 5 mL de medio completo 

DMEM suplementado con 20% de suero bovino fetal. A continuación, se añadió 

lentamente la misma cantidad de medio con un 20% de suero bovino fetal y un 

20% de dimetilsulfóxido o DMSO (#D2650, Merck Millipore). Esta solución fue 



Material y métodos 
 

92 
 

incubada durante 30 minutos para permitir la entrada del crioprotector en las 

células. Durante este intervalo, se distribuyó 1 mL de la suspensión celular en 

criotubos estériles que fueron posteriormente mantenidos durante 24 horas a     

-80°C en un recipiente de congelación (#5100-0001, ThermoFisher Scientific) 

con isopropanol (#8187661000, Merck Millipore). Finalmente, se transfirieron 

los distintos viales a un tanque con nitrógeno líquido (-196ºC) para su 

almacenaje.  

Para su descongelación, los criotubos se sumergieron cuidadosamente en un 

baño a 37ºC durante 1 minuto. A continuación, la suspensión celular se transfirió 

a un matraz de cultivo celular de 75 cm2 con medio completo DMEM sin piruvato. 

Al día siguiente, con la finalidad de eliminar el DMSO del cultivo, se realizó un 

cambio de medio y se siguió con el protocolo de mantenimiento, anteriormente 

comentado.  

 

3. Extracción tejidos cerebrales: Bulbo olfatorio y núcleo vestibular 

Los tejidos cerebrales utilizados en la presente tesis doctoral para el análisis del 

traductoma se reducen al BO, para las neuronas GABAérgicas (GAD2), y al NV, 

para las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2).  Una vez realizado el sacrificio de 

los ratones de interés, se extrajo rápidamente el encéfalo, el cual se posicionó de 

manera ventral en una matriz cerebral con separadores de 1 mm (#69022, 

Electron Microscopy Sciences) en hielo. A continuación, se realizó la disección de 

acuerdo con la Figura 17. El tejido fue inmediatamente congelado en nitrógeno 

líquido y conservado posteriormente a -80ºC hasta su análisis.  
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4. Análisis del traductoma citosólico de tipo celular específico 

 

4.1. Aislamiento del ribosoma citosólico de poblaciones neuronales 

específicas (tecnología RiboTag) 

El BO de los animales Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT y Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO o el 

NV de los animales Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT y Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO fue 

homogenizado individualmente en 1 mL de tampón de homogenización RiboTag 

(Tabla 9), quedando a una concentración final de 2-10% peso/volumen. Para 

ello, se utilizó un homogenizador de vidrio Dounce de 2 mL de capacidad 

(#D8938-1SET, Sigma Aldrich), disgregando el tejido con 40 golpes mecánicos y 

consecutivos con una maja suelta (A) y 40 con una maja ajustada (B). Este 

proceso se realizó siempre manteniendo las muestras en hielo. A continuación, 

el lisado celular fue centrifugado a 10.000 x g durante 10 minutos a 4ºC, con el 

fin de obtener un sobrenadante post-mitocondrial. Posteriormente, se retiraron 

50 µL del sobrenadante obtenido (Input), al que se le añadieron 300 µL de 

tampón RLT (#74004, Qiagen) con un 10% de β-Mercaptoetanol (#63689, Sigma 

Aldrich) para la posterior extracción del ARN (ver apartado 4.2 de Material y 

métodos). El resto del sobrenadante fue incubado con 4 µL de anticuerpo α-HA 

(#901514, BioLegend) en rotación suave durante 4 horas a 4ºC. Posteriormente, 

se añadieron 200 µL de bolas magnéticas Pierce Protein A/G magnetic beads 

(#88803, ThermoScientific) pre-equilibradas en tampón de homogenización 

NV

Figura 17. Representación de los cortes realizados (líneas discontinuas) para la 
extracción del bulbo olfatorio (BO) y del núcleo vestibular (NV). Primero en posición 
ventral (izquierda) y, en segundo lugar, en posición coronal (derecha). 
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RiboTag para completar la inmunoprecipitación de los ribosomas marcados con 

el anticuerpo α-HA.  La captura de los inmunocomplejos se realizó en agitación 

suave durante toda la noche a 4ºC. A la mañana siguiente, con la ayuda de un 

soporte magnético (#12320D, Thermo FisherScientific), se retiró 

cuidadosamente la fracción no conjugada o sobrenadante. A las bolas magnéticas 

unidas a la muestra de interés se le realizaron tres lavados en agitación media de 

10 minutos a 4ºC con 800 µL de tampón de lavado RiboTag (Tabla 10). Una vez 

retirado el último lavado, se añadió 350 µL de RLT con un 10% de                                    

β-Mercaptoetanol. La muestra fue enérgicamente mezclada con la ayuda de un 

vórtex durante 30 segundos. Cuidadosamente, se separaron las bolas magnéticas 

de la muestra inmunoprecipitada (IP). Las muestras input, sobrenadante e IP 

obtenidas fueron mantenidas en hielo, o almacenados a -80ºC hasta su posterior 

uso.  

Tabla 9. Composición del tampón de homogenización para la extracción del traductoma 
citosólico con la técnica RiboTag para un volumen final de 1 mL. Se indica para cada reactivo 
su temperatura de almacenamiento y su referencia comercial.  

Tampón de homogenización 

RiboTag 

 (µL) Referencia comercial 

H2O libre de nucleasas 723 #46-000-CM, Corning 

Nonidet P40 Substitute 10% (4ºC) 95,6 #11332473001, Sigma Aldrich 

KCl 1M (4ºC) 95,6 #P9541, Sigma Aldrich 

Tris 1.5M, pH = 7,4 (4ºC) 32 #648311, Merck Millipore 

MgCl2 1M (4ºC) 11,5 #63068, Sigma Aldrich 

Cicloheximida 5mg/mL (-20ºC) 20 #C7698, Sigma Aldrich 

Inhibidores de proteasas 100x (-20ºC) 10 #P8340, Sigma Aldrich 

Heparina 100mg/mL (4ºC) 10 #H3393-100KU, Sigma Aldrich 

RNasin Plus RNase Inhibitor (-20ºC) 5 #N2615, Promega 

dL-Dithiothreitol (DTT) 1M (-80ºC) 1 #646563, Sigma Aldrich 
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Tabla 10. Composición del tampón de lavado para la extracción del traductoma citosólico 
por la técnica RiboTag para un volumen final de 5 mL. Se indica para cada reactivo su 
temperatura de almacenamiento y su referencia comercial. 

Tampón lavado RiboTag  (µL) Referencia comercial 

H2O libre de nucleasas 2.670 #46-000-CM, Corning 

Nonidet P40 Substitute 10% (4ºC) 500 #11332473001, Sigma Aldrich 

KCl 1M (4ºC) 1.500 #P9541, Sigma Aldrich 

Tris 1.5M, pH = 7,4 (4ºC) 167 #648311, Merck Millipore 

MgCl2 1M (4ºC) 60 #63068, Sigma Aldrich 

Cicloheximida 5mg/mL (-20ºC) 100 #C7698, Sigma Aldrich 

dL-Dithiothreitol o DTT 1M (-80ºC) 2,5 #646563, Sigma Aldrich 

 

Es importante tener en cuenta que para obtener de una manera reproducible el 

ARN asociado a ribosoma de tipos celulares específicos, el protocolo de 

extracción aquí expuesto debe seguirse cuidadosamente. En este sentido, las 

muestras deben ser procesadas siempre del mismo modo (congeladas o 

directamente procesadas). El tampón de homogenización debe contener 

cicloheximida (bloquea la traducción), inhibidores de RNasas (evita la 

degradación del ARNm) y magnesio (mantiene la estructura del ribosoma) para 

congelar el perfil traduccional in situ. Asimismo, el mantenimiento de la muestra 

en hielo o a 4ºC durante su manipulación evita su degradación. Por otro lado, el 

uso de un detergente permite la solubilización de membranas lipídicas, como las 

del retículo endoplasmático, evitando la inmunoprecipitación de ARN no 

deseado. En este sentido, otro paso clave es la unión del anticuerpo con el que se 

va a aislar la fracción ribosomal de interés. Tal y como se ha descrito, se incubó 

la muestra con el anticuerpo previamente a añadir las bolas magnéticas que 

permiten la retención del complejo ribosomal mientras se eluye el sobrenadante 

en un soporte magnético. Este tipo de unión se conoce como indirecta y ha 

reportado tener una eficiencia óptima para la inmunoprecipitación del complejo 

ribosomal final (Heiman et al., 2014; Sanz et al., 2019). 
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4.2. Extracción, cuantificación y control de calidad del ARN obtenido 

El ARN se extrajo siguiendo las instrucciones del fabricante para el RNeasy Micro 

kit (#74004, Qiagen), basado en la precipitación del ARN en columnas de sílice. 

Cabe tener en cuenta que, previo a la extracción del ARN, las muestras fueron 

centrifugadas a 3.000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente para 

eliminar cualquier elemento indeseado que pudiera obturar la columna. 

Asimismo, como se indica en el protocolo, todas las muestras fueron digeridas 

con DNAsa I para eliminar los restos de ADN genómico. Finalmente, se 

obtuvieron 12 µL de ARN en H2O libre de nucleasas en concentraciones variables.  

La cuantificación del ARN se realizó siguiendo el protocolo establecido para el 

Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kit (#R11490, Invitrogen), mediante 

interpolación en una curva lineal establecida utilizando estándares de baja 

concentración con un mínimo de dos replicados por muestra.  

La identificación de las especies del ARNr y la integridad del ARN obtenido se 

determinó con el equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent) y los chips Agilent RNA 6000 

Nano (#5067-1511, Agilent) para muestras de ≥10ng/µL o Agilent RNA 6000 Pico 

(#5067-1513, Agilent) para muestras <10ng/µL. Aquellas muestras con un RIN 

(RNA Integrity Number) (Schroeder et al., 2006) superior a 7 se consideraron 

aceptables para su uso posterior (Sheng et al., 2017).  

 

4.3. Preparación de las librerías para la secuenciación masiva del 

transcriptoma (RNA-Seq) 

Las librerías de secuenciación para el análisis del traductoma citosólico 

GABAérgico y glutamatérgico se prepararon con los kits comerciales NEBNext 

Poly(A) mRNA magnetic isolation module (#E7490S, New England BioLabs) y 

NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina  (#E7765S, New 

England BioLabs) con los índices del kit NEBNext Multiplex Oligos for Illumina Set 

1 (#E7335, New England BioLabs). Para el estudio de la población VGLUT2 se 
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seleccionaron 3 machos Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT y 2 machos y una hembra 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO a P50. Asimismo, se seleccionaron tres machos para 

cada grupo analizado a P100 con el fin de analizar los cambios moleculares en 

distintas etapas de la patología. Para el grupo GABAérgico, se analizaron 

únicamente tres machos tanto para el grupo control como para el grupo 

experimental a P50. Para la preparación de las librerías de secuenciación, se 

siguieron en todo momento las instrucciones del fabricante. Brevemente, a partir 

de 50 ng iniciales de ARN total de los distintos inputs e IPs, se realizó la selección 

por colas Poli(A) con el fin de aislar los ARNm y evitar secuenciar el ARNr. A 

continuación, se realizó una fragmentación química del ARNm con magnesio 

durante 15 minutos a 94ºC para obtener fragmentos de a 200 nucleótidos, el 

cebado aleatorio (random primming); la síntesis del ADN complementario 

(primera y segunda cadena); la ligación de los adaptadores (dilución 1:80); y la 

selección de la cadena original (stranded). Después, se unieron los índices con los 

que se identificarían las distintas muestras posteriormente. Finalmente, las 

muestras fueron amplificadas en 15 ciclos de PCR. La calidad y tamaño de las 

librerías obtenidas se analizó con el equipo Bioanalyzer 2100 y los chips DNA 

1000 kit (#5067-1504, Agilent) dando un tamaño final de  ̴300 pb, sin dímeros 

de adaptadores ni otros subproductos indeseados.  

 

4.4. Secuenciación masiva del transcriptoma, RNA-Seq 

Las librerías anteriormente preparadas fueron secuenciadas mediante el equipo 

de Illumina NextSeq500 (EMBL, Heidelberg), obteniendo una cobertura media 

de  ̴30x106 de reads por muestra. Cada fragmento se secuenció 

bidireccionalmente en 2 x 75 pb. El centro de secuenciación EMBL proporcionó 

los archivos “.fastq” para cada muestra de manera individualizada.  

 

 



Material y métodos 
 

98 
 

4.5. Análisis bioinformático de los datos de RNA-Seq 

Los archivos obtenidos (“.fastq”) fueron analizados mediante la herramienta 

FastQC (versión: fastqc_v0.11.8, Andrews, 2010) con el fin de determinar la 

calidad por base de la secuenciación. A continuación, se extrajeron las secuencias 

desde la base 7 a la 77, con el fin de eliminar los índices utilizados para identificar 

cada muestra durante la secuenciación y las bases de calidad subóptima. Para 

ello se empleó la herramienta FastX trimmer (versión: fastx_toolkit_0.0.13, 

(Hannon, 2010).  Seguidamente, se realizó el alineamiento con el genoma murino 

de referencia Mus_musculus.GRCm38.dna.primary_assembly.fa y las 

anotaciones Mus_musculus.GRCm38.95.gtf de Ensembl (Cunningham et al., 

2019) con la herramienta bioinformática STAR (versión: STAR-2.6.0a, Dobin et 

al., 2013), dejando los parámetros por defecto. Finalmente, se realizó el contaje 

de reads por gen mediante el programa HTSeq_count del paquete MiniConda 

(versión: 2.0, Anders et al., 2015) con una calidad mínima de alineamiento de 4 

(-a). La realización de las actividades comentadas hasta este punto se basó en el 

sistema operativo Ubuntu (Sobell, 2014). 

Una vez finalizado el contaje de los reads por gen se procedió a realizar el análisis 

de expresión diferencial. Para ello, se usó el paquete estadístico de Bioconductor 

DESeq2 (versión: DESeq2_1.22.2, Love et al., 2014), realizando un análisis de 

expresión diferencial a través del software R (versión: 3.6.3, R Core Team, 2020). 

Los transcritos diferencialmente asociados al ribosoma (DAR) 

comparativamente al grupo control de las muestras IP o diferencialmente 

expresados (DE) en las muestras input de los ensayos RiboTag se identificaron 

con un cambio relativo o Fold Change (FC) superior a 1 y con una significación 

estadística inferior al 5%. Para el paquete estadístico DESeq2, este valor se 

refiere como padj<0,05. En este sentido, el paquete DESeq2 ha reportado tener 

resultados similares, a nivel de identificación de transcritos con expresión 

diferencial, con otros paquetes estadísticos usualmente utilizados, como EdgeR 

(Robinson et al., 2010). Sin embargo, DESeq2, en comparativa parece ser más 
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estricto respecto al FDR (False Discovery Rate) calculado (Conesa et al., 2016), 

ofreciendo un listado de transcritos DAR o DE robusto.  

A nivel gráfico, el análisis de componentes principales (PCA) se realizó a través 

de la función plotPCA del propio paquete estadístico DESeq2. Los distintos 

Volcano plot se realizaron con el paquete ggplot2 para R (versión: 3.3.0, Wickham 

et al., 2016), a través de los valores padj en escala log10 y el cambio relativo en 

escala log2 (Log2FoldChange). Los Heatmap se crearon a partir de los transcritos 

DAR. La distancia jerárquica de cada transcrito DAR por muestra se obtuvo de la 

variación de cada muestra transformada en escala logarítmica (log2) (Z-score). 

Estos valores se agruparon según la metodología de similitud de distancia 

euclideana (Datta and Nettleton, 2014). Para ello, se utilizó el paquete pheatmap 

para R (versión: 1.0.12, Kolde, 2019). Las matrices de correlación (Spearman o 

Pearson) fueron calculadas y visualizadas con el programa GraphPad Prism 6.0 

(La Jolla California, USA). Finalmente, la realización del análisis de ontología 

génica (GO) para la integración de los datos y el análisis de la relevancia biológica 

de estos se basó en la aplicación ClueGO (versión: 2.5.6, Bindea et al., 2009) de la 

herramienta Cytoscape (versión: 3.7.2, Shannon et al., 2003). Se analizaron los 

grupos funcionales de Proceso biológico, Componente celular y Función 

molecular en conjunto con una significación de p<0,05. Además, se seleccionó la 

opción “GO Term Fusion” con el fin de evitar términos redundantes en el 

resultado final. Esta herramienta permite la integración de los transcritos DAR o 

DE incrementados o reducidos, pudiendo diferenciar el tipo de asociación o 

expresión. Alternativamente, para la visualización de los términos GO por 

enriquecimiento y significación también se utilizó la herramienta online 

WebGestalt (Zhang et al., 2005; Liao et al., 2019).  Por otro lado, con el fin de 

identificar la red reguladora transcripcional subyacente a un listado de 

transcritos DAR se utilizó la herramienta iRegulon (Janky et al., 2014) en la 

misma aplicación Cytoscape.  
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5. Obtención del traductoma mitocondrial de tipo celular específico en 

tejidos complejos con la herramienta MitoRiboTag 

 

5.1. Diseño del plásmido MitoRiboTag 

Con el fin de producir un vector viral adenoasociado con expresión Cre-

dependiente capaz de inmunoprecipitar los ribosomas mitocondriales de tipos 

celulares específicos, se diseñó un plásmido basado en la tecnología Double-

floxed inverted open reading frame (DIO), el cual contiene el gen de interés 

invertido entre dos secuencias lox incompatibles (loxP y lox2722)(Sohal et al., 

2009). Se clonó un fragmento NheI/AscI con la secuencia codificante del gen 

murino Mrpl44 fusionada a la secuencia codificante para la proteína verde 

fluorescente eYFP en el plásmido pAAV-EF1a-DIO-WPRE-hGH poli(A), con el fin 

de obtener el constructo final pAAV1-EF1a-DIO-Mrpl44·eYFP-WPRE-hGH 

poli(A). La fusión entre Mrpl44 y eYFP se realizó modificando el codón terminal 

de Mrpl44 por la secuencia glicina (G)-Serina (S)-Alanina (A)-Serina (S)- Alanina 

(A)-Treonina (T).  

5.2. Producción del vector viral adenoasociado AAV-DIO-MitoRiboTag 

Los vectores virales derivados de los virus adenoasociados (AAV) fueron 

producidos mediante un sistema de co-transfección del plásmido pAAV1-EF1a-

DIO-Mrpl44·eYFP-WPRE-hGH poli(A), flanqueado por las secuencias ITR 

(Inverted Terminal Repeats), y del plásmido pDP1rs (#PF401, Plasmid Factory), 

produciendo el vector viral final AAV-DIO-MitoRiboTag. Este último plásmido 

codifica tanto para los genes necesarios para el ciclo replicativo y de la cápside 

(rep y cap), como para los genes helper de adenovirus necesarios para la 

replicación del AAV (E4, E2a y VARNA). En concreto, el diseño del vector viral 

AAV-DIO-MitoRiboTag presenta el serotipo AAV1. Este sistema permite la 

encapsidación únicamente de la secuencia flanqueada por los extremos ITR, 

impidiendo la encapsidación de la maquinaria replicativa e integrativa del AAV 

wild type (Quintana et al., 2012b).    
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Para llevar a cabo la producción del vector AAV, se utilizó la línea celular 

HEK293T. Se sembraron aproximadamente 50 placas de 100 mm de diámetro a 

una densidad de 3,7x106 células/placa. Al día siguiente, se realizó la transfección 

con fosfato de calcio, añadiendo gota a gota 800 µL de la solución de transfección 

(Tabla 11). Aproximadamente, 12-16 horas después se realizó un cambio de 

medio (Sección 2.1 de Material y métodos), añadiendo un 1% de glutamina 

(#11500626, Gibco) y retirando el suero bovino fetal. Al quinto día desde el 

comienzo, se recogieron las células en un total de 120-150 mL de medio. A 

continuación, con el fin de liberar las partículas virales, se congelaron las células 

en un baño de alcohol y hielo seco; se descongelaron en un baño a 37ºC; y se 

aplicó un vórtex intenso. Esta secuencia se repitió un total de 4 veces. 

Finalmente, el lisado celular fue centrifugado a 2.000 rpm durante 30 minutos. 

Tabla 11. La solución de transfección, compuesta por la solución de ADN y la solución 
HEPES, se obtuvo añadiendo gota a gota en agitación constante la solución de ADN en la 
solución HEPES. Se detallan las concentraciones de cada componente para un volumen final de 
800 µL. Si no se indica lo contrario el disolvente siempre fue H2O. 

 

El sobrenadante obtenido fue ultracentrifugado a 25.000 rpm durante 17 horas 

a 4ºC en 15 mL de una solución de sacarosa al 40% en DPBS 1x. Al día siguiente, 

el precipitado se reconstituyó en 5 mL de una solución de CsCl a una densidad de 

1,37 g/mL. De nuevo, esta solución se ultracentrifugó a 41.000 rpm durante 17 

horas a 4ºC. Una vez finalizada la ultracentrifugación, la solución se dializó 

(#66810, FisherScientific) durante 3 horas en 1,5 L de HBSS 1x (#14175095, 

Gibco) a 4ºC. A continuación, se reemplazó la solución de HBSS 1x por solución 

Solución ADN Volumen/Cantidad 

2 M CaCl2 50 µL 

Plásmido de interés 10 µg 

Plásmido pDP1rs 20 μg 

H2O  Hasta 400 µL 

Solución HEPES Volumen/Cantidad 

2xHBS (280 mM NaCl + 50 mM HEPES, pH=7,05) 396 µL 

Solución fosfato (49,5 mM NaH2PO4 + 100,5 mM 

Na2HPO4) 
4 µL 
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fresca y se dejó en agitación toda la noche a 4ºC. El producto dializado se 

centrifugó a 4.000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, el sobrenadante fue 

ultracentrifugado en 15 mL de una solución de sacarosa al 40% en DPBS 1x, 

permitiendo recuperar la fracción conteniente del AAV-DIO-MitoRiboTag en el 

precipitado, que fue resuspendido en HBSS 1x a una titulación de 2x109 genomas 

virales/µL. 

 

5.3. Transducción del AAV-DIO-MitoRiboTag en cultivo celular 

La caracterización de la expresión del AAV-DIO-MitoRiboTag se realizó en un 

cultivo de células HEK293T. En una placa de 6 pocillos se sembraron 200.000 

células. Al día siguiente, se transdujeron con 4 µL de AAV-DIO-MitoRiboTag 

(2x109 genomas virales/uL) y 4 µL de AAV-Cre (4x108 genomas virales/µL). Este 

último vector viral codifica para la recombinasa Cre y proviene del AAV-CreEGFP 

descrito en (Quintana et al., 2012b), al cual se le eliminó la secuencia codificante 

para la proteína EGFP. Tras cuatro días de expresión, la transducción se pudo 

confirmar mediante la visualización de la proteína fluorescente eYFP, resultante 

de la expresión de la proteína de fusión MRPL44·eYFP. 

 

5.4. Administración intracerebral del vector viral AAV-DIO-

MitoRiboTag in vivo 

Una cohorte de ratones Vglut2:Ndufs4cKO (n=12) y Vglut2:Ndufs4cCT (n=28) 

fueron anestesiados mediante isoflurano (5% inducción, 1,5-0,75% 

mantenimiento). En condiciones asépticas, fueron colocados en el robot 

estereotáxico (Neurostar) equipado con una manta térmica. Durante todo el 

proceso se comprobó de manera constante el reflejo nociceptivo y la frecuencia 

respiratoria del animal. Se aplicó gel ocular protector (#682542.6, 

Bausch+Lomb) y se administró de manera subcutánea Ketoprofeno como 

analgésico (5 mg/kg, Sanofi-Aventis). A continuación, se inyectó el vector AAV-
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DIO-MitoRiboTag de manera bilateral (0,5µL/lado, 2x108 genomas virales/µL) 

en el NV [AP: -5,7 mm; LM: ±1 mm; DV: -4,6 mm aplicando el factor de corrección 

(Bregma-Lambda)/4,21 establecido por el Atlas murino de Franklin and Paxinos, 

2007)]. Para ello, se utilizó una jeringa Hamilton de 5 µL (#7634-01) con una 

aguja roma de 32 G (#7803-04). La infusión se llevó a cabo a una velocidad 

constante de 0,25 µL/minuto. Tras un reposo de 4 minutos, se extrajo lentamente 

la aguja a una velocidad media de 1 mm/minuto. Finalizada la cirugía, se 

monitorizó el animal hasta su completa recuperación y se mantuvieron un 

mínimo de 16 días para garantizar la expresión del vector viral.  

 

5.5. Inmunoprecipitación de los ribosomas mitocondriales de las 

neuronas glutamatérgicas vestibulares (metodología 

MitoRiboTag) 

Las células HEK293T transducidas con el vector AAV-DIO-MitoRiboTag fueron 

lavadas con DPBS 1x y homogenizadas con 600 µL/2 pocillos (placa de 6 pocillos) 

de tampón de homogenización MitoRiboTag (Tabla 12). Alternativamente, el NV 

de ratones Vglut2:Ndufs4cCT y Vglut2:Ndufs4cKO, transducidos previamente 

con el vector AAV-DIO-MitoRiboTag, se homogenizó en este mismo tampón de 

homogenización a una concentración final de dos NV (~50 mg)/mL de tampón. 

El número de NV utilizados en cada experimento se indica en el apartado de 

resultados. Asimismo, en determinados casos, detallados en resultados, se 

incluyó el inhibidor de la traducción mitocondrial cloranfenicol a una 

concentración final de 100 µg/mL (#10368030, Fisher Scientific) y/o el 

detergente digitonina a una concentración final de 0,5% (peso/volumen) 

(#D141, Sigma Aldrich) en el tampón de homogenización. 
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Tabla 12. Composición del tampón de homogenización MitoRiboTag. Se detallan los distintos 
reactivos para un volumen total de 1 mL. Cabe tener en cuenta que en determinados casos se pudo 
incluir digitonina o cloranfenicol, substrayendo la parte proporcional al volumen de H2O.  

Tampón de homogenización 

MitoRiboTag 

 (µL) Referencia comercial 

H2O libre de nucleasas 723 #46-000-CM, Corning 

Nonidet P40 Substitute 10% (4ºC) 95,6 #11332473001, Roche 

KCl 1M (4ºC) 95,6 #P9541, Sigma Aldrich 

Tris 1.5M, pH = 7,4 (4ºC) 32 #648311, Merck Millipore 

MgCl2 1M (4ºC) 11,5 #63068, Sigma Aldrich 

Cicloheximida 5mg/mL (-20ºC) 20 #C7698, Sigma Aldrich 

Inhibidores de proteasas 100x (-20ºC) 10 #P8340, Sigma Aldrich 

Heparina 100mg/mL (4ºC) 10 #H3393-100KU, Sigma Aldrich 

RNasin Plus RNase Inhibitor (-20ºC) 5 #N2615, Promega 

dL-Dithiothreitol DTT 1M (-80ºC) 1 #646563, Sigma Aldrich 

 

Tanto en cultivo celular como en tejido, se realizó la homogenización utilizando 

un homogenizador de vidrio tipo Dounce de 2 mL de capacidad (#D8938-1SET, 

Sigma Aldrich), disgregando la muestra con 40 golpes mecánicos y consecutivos 

con la maja suelta (A) y 40 con la maja ajustada (B). Adicionalmente, en caso de 

aplicar digitonina y/o cloranfenicol, el lisado fue incubado en agitación suave 

durante 15 minutos a 4ºC, aplicando posteriormente 20 golpes más con la maja 

(B). Consecutivamente, la muestra fue centrifugada a 10.000 x g durante 10 

minutos a 4ºC. Del sobrenadante resultante se separaron 50 µL como input, que 

fueron resuspendidos en 300 µL de solución RLT (#74004, Qiagen) 

suplementada con un 10% de β-Mercaptoetanol para la posterior extracción del 

ARN (Sección 4.2 de Material y métodos). El resto del sobrenadante fue incubado 

con 3 µL de anticuerpo α-GFP (#ab290, Abcam) en rotación suave durante 4 

horas a 4ºC. Después, se añadieron 30 µL de bolas magnéticas con proteína A/G 

(#88803, Thermo Scientific) pre-equilibradas en tampón de homogenización 

MitoRiboTag. Este lisado se incubó durante toda la noche en agitación lenta a 

4ºC. A la mañana siguiente, con la ayuda de un soporte magnético (#12320D, 

Thermo Fisher Scientific) se retiró el sobrenadante y las bolas magnéticas unidas 

a los ribosomas mitocondriales de interés fueron lavadas en agitación suave 3 
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veces durante 10 minutos a 4ºC con 800 µL de solución de lavado MitoRiboTag 

(Tabla 13). En caso de haber añadido digitonina en el homogenado inicial, 

durante estos últimos lavados se incluyó un 0,1% (peso/volumen) de digitonina. 

Finalmente, después de retirar el último lavado con la ayuda del soporte 

magnético, se resuspendieron las bolas magnéticas en 350 µL de solución RLT 

suplementada con un 10% de β-Mercaptoetanol. Este homogenado fue mezclado 

vigorosamente con la ayuda de un vórtex durante 30 segundos, permitiendo la 

separación de los ribosomas mitocondriales de interés de las bolas magnéticas 

(fracción inmunoprecipitada o IP). Los inputs, sobrenadantes e IPs obtenidos 

fueron mantenidas en hielo o a -80ºC (para su almacenamiento a largo plazo) 

hasta su posterior uso (Apartado 4.2. de Material y métodos). 

Tabla 13. Solución de lavado MitoRiboTag. Se detallan los distintos reactivos para un volumen 
total de 5 mL. En ciertos casos también se añadió digitonina con una concentración final de 0,1% 
(peso/volumen).  

Tampón lavado MitoRiboTag  (µL) Referencia 

H2O libre de nucleasas 2.670 #46-000-CM, Corning 

Nonidet P40 Substitute 10% (4ºC) 500 #11332473001, Roche 

KCl 1M (4ºC) 1.500 #P9541, Sigma Aldrich 

Tris 1.5M, pH = 7,4 (4ºC) 167 #648311, Merck Millipore 

MgCl2 1M (4ºC) 60 #63068, Sigma Aldrich 

Cicloheximida 5mg/mL (-20ºC) 100 #C7698, Sigma Aldrich 

dL-Dithiothreitol DTT 1M (-80ºC) 2,5 #646563, Sigma Aldrich 

 

6. Análisis de expresión génica diferencial 

La cuantificación de la expresión de los distintos transcritos (ARNm) se realizó 

mediante PCR cuantitativa con transcripción inversa o retrotranscripción (qRT-

PCR). Para ello, se utilizaron los kits comerciales Power SYBR Green RNA-to-CT 1-

Step Kit (#4389986, Applied Biosystems) o TaqMan RNA-to-Ct 1-Step Kit 

(#4392938, Applied Biosystems), según si se usó el agente fluorescente 

intercalante SYBR Green o sondas específicas TaqMan. Los ciclos de 

amplificación, el tiempo y temperatura de cada reacción se mantuvieron de 

acuerdo con lo recomendado por la casa comercial. Mediante el método de curva 
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estándar (Sanz et al., 2015), se determinó la cantidad relativa de cada transcrito, 

que posteriormente, se normalizó por la cantidad relativa del gen de referencia 

Actb o Gapdh. Para cada reacción, se determinó la eficiencia de amplificación con 

el software AriaMx Real-time PCR System (Agilent), considerando aceptables 

eficiencias entre 80-120%, y con una correlación de la curva estándar (r2) ≥0,9. 

En todas las reacciones se incluyó un control negativo (non-template control, 

NTC) y, tanto las muestras estándar, las experimentales, como las NTC, se 

analizaron por duplicado. Para cantidades inferiores a 1 ng/µL de ARN se utilizó 

como diluyente H2O con ARNt de levadura (10µg/mL, #AM7119, Invitrogen) con 

el fin de ayudar a recuperar o mantener la cantidad deseada de ARN final de cada 

muestra. Se detallan a continuación la composición de las reacciones de cada 

qRT-PCR (Tabla 14).  

 

Tabla 14. Composición de la reacción de qRT-PCR por muestra para la reacción TaqMan y 
SYBR Green.  

 

 

Se listan a continuación (Tabla 15) las secuencias de los cebadores y las sondas 

TaqMan utilizadas para el análisis de expresión génica según lo expuesto.  

 

 

 

 

Reacción TaqMan  (µL) Reacción SYBR  (µL) 
TaqMan RT Enzyme Mix (40x) 0,5 RT Enzyme Mix (125x) 0,16 
TaqMan RT-PCR Mix (2x) 10 RT-PCR Mix (2x) 10 
Sonda Taqman 1 Cebador FOR/REV (10µM) 0,4/0,4 

H2O libre de nucleasas 7,5 H2O libre de nucleasas 1 
ARN estándar/desconocido 1 ARN estándar/desconocido 1 
Volumen final 20 Volumen final 20 
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Tabla 15. Listado de sondas TaqMan y cebadores para SYBR utilizados para el análisis de 
expresión génica. Las sondas TaqMan pertenecen a la casa comercial Thermo Scientific y los 
cebadores SYBR, a no ser que se indique lo contrario, se obtuvieron de Primer Bank (Spandidos et 
al., 2010) o se diseñaron a través de Primer Express (Thermo Fisher Scientific). 

Sondas TaqMan 

Sonda Referencia Especie 

MTND2 Hs02596874_g1 Homo sapiens 

MTATP6 Hs02596862_g1 Homo sapiens 

Nd1 Mm04225274_s1 Mus musculus 

Nd2 Mm04225288_s1  Mus musculus 

Nd3 Mm04225292_g1 Mus musculus 

Nd4/Nd4L Mm04225294_s1 Mus musculus 

Nd5/Nd6 Mm04225315_s1 Mus musculus 

Cytb Mm04225271_g1 Mus musculus 

Cox1 Mm04225243_g1 Mus musculus 

Cox2 Mm03294838_g1 Mus musculus 

Cox3 Mm04225261_g1 Mus musculus 

Atp6 Mm03649417_g1 Mus musculus 

Atp8 Mm04225236_g1 Mus musculus 

Gad2 Mm00484623_m1 Mus musculus 

Gapdh Mm99999915_g1 Mus musculus 

Cnp Mm01306641_m1 Mus musculus 

Rpl41 Mm02524711_g1 Mus musculus 

Cebadores SYBR 

Cebador Secuencia Especie 

ACTB_FOR 5’-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’ Homo sapiens 

ACTB_REV 5’-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3’ Homo sapiens 

Actb_FOR 5’-AGTGTGACGTTGACATCCGTA-3’ Mus musculus 

Actb_REV 5’-GCCAGAGCAGTAATCTCCTTCT-3’ Mus musculus 

Ndufs4_FOR 5’-TCGCTGAGACAGGGCGATGTT-3’ Mus musculus 

Ndufs4_REV 5’-TGTGTGTCCCGAGTCTGGTT-3’ Mus musculus 

Slc17a6_FOR1 5’-AGAGAGCGCAAATCTGCTAGGT -3’ Mus musculus 

Slc17a6_REV1 5’-GCGTAGACGGGCATGGAT-3’ Mus musculus 

Rpl37_REV 5’-TGGCACTCCAGTTATACTTCCT-3’ Mus musculus 

Rpl37_FOR 5’-CATCCTTTGGTAAGCGTCGCA-3’ Mus musculus 

Rpl28_REV 5’-GTTTTCGCTGACCGGATCTG-3’ Mus musculus 

Rpl28_FOR 5’-GTACAGCACGGAGCCAAATAA-3’ Mus musculus 

Cx3cr1_REV 5’-CAGACCGAACGTGAAGACGAG-3’ Mus musculus 

Cx3cr1_FOR 5’-GAGTATGACGATTCTGCTGAGG-3’ Mus musculus 

Gfap_REV 5’-AGGGAGTGGAGGAGTCATTCG-3’ Mus musculus 

Gfap_FOR 5’-CGGAGACGCATCACCTCTG-3’ Mus musculus 

Vipr1_REV 5’-TAGCCGTGAATGGGGGAAAAC-3’ Mus musculus 
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Continuación cebadores SYBR 

Cebador Secuencia Especie 

Vipr1_FOR 5’-GATGTGGGACAACCTCACCTG-3’ Mus musculus 

Vipr2_REV 5’-CAGCTCTGCACATTTTGTCTCT-3’ Mus musculus 

Vipr2_FOR 5’-GACCTGCTACTGCTGGTTG-3’ Mus musculus 

Adcyap1r1_REV 5’-AGCCGTAGAGTAATGGTGGATAG-3’ Mus musculus 

Adcyap1r1_FOR 5’-CTGCGTGCAGAAATGCTACTG-3’ Mus musculus 

Adcyap1_REV 5’- CTGGTCGTAAGCCTCGTCT-3’ Mus musculus 

Adcyap1_FOR 5’-ACCATGTGTAGCGGAGCAAG-3’ Mus musculus 

Sst_REV 5’-TTGCTGGGTTCGAGTTGGC-3’ Mus musculus 

Sst_FOR 5’-ACCGGGAAACAGGAACTGG-3’ Mus musculus 

Npy_REV 5′-CTCCGCTCTGCGACACTAC-3′ Mus musculus 

Npy_FOR 5′-AGGGTCTTCAAGCCTTGTTCT-3′ Mus musculus 

Slc17a7_REV 5’-CAAAAGTTCGCAACGATGATGG-3’ Mus musculus 

Slc17a7_FOR 5’-GAGCGCAAATACATTGAGGATGC-3’ Mus musculus 

WPRE_REV 5’-GTCCTTTCCATGGCTGCTC-3’ Woodchuck 

Hepatitis Virus/ 

Titulación AAV 

WPRE_FOR 5’-CCGAAGGGACGTAGCAGA-3’ Woodchuck 

Hepatitis Virus/ 

Titulación AAV 
1Cebadores de Padilla et al., 2016. 

7. Western blot 

Con el fin de analizar los niveles proteicos, las muestras fueron homogenizadas 

en SDS Sample buffer [62,5 mM Tris–HCl pH 6,8 (#648311 y #109063, Merck 

Millipore), 2% SDS (#BP166, FisherScientific), 10% glicerol (#G7757, Sigma 

Aldrich)]. Para el análisis de muestras in vitro se utilizaron 200 µL de SDS Sample 

buffer por cada pocillo (placa de 6 pocillos) y para la homogenización de un NV 

se utilizaron 100 µL. Ambos tipos de muestra fueron homogenizadas a velocidad 

media, mediante un equipo Polytron (#10283722, Kinematica). La cantidad de 

proteína en cada muestra se determinó mediante el ensayo del ácido 

bicinconínico (BCA), utilizando el Pierce BCA Protein Assay kit (#23225, Thermo 

Scientific) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de la 

cuantificación, se añadió al SDS sample buffer DTT (#646563, Sigma Aldrich) y 

azul de bromofenol (#B5525, Sigma Aldrich) a una concentración final de 50 mM 
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y 0,1%, respectivamente, y se igualaron las cantidades de proteína de las 

muestras (10-25 µg). Posteriormente a una desnaturalización de 3 minutos a 

98ºC, las muestras se separaron por electroforesis en un gel de gradiente de 

acrilamida (4-20%; #4561096, BioRad). A continuación, se realizó la 

transferencia de las proteínas a una membrana semihúmeda de nitrocelulosa. 

Para ello, se siguieron las instrucciones del kit comercial Trans-Blot Turbo RTA 

Mini Nitrocellulose Transfer Kit (#1704270, BioRad) y se usó el equipo Trans-Blot 

Turbo Transfer System de BioRad con el programa HIGH MW (1,3A, 25V, 10 

minutos).  A continuación, se comprobó la eficiencia de la transferencia mediante 

una tinción con una solución de Ponceau S (#P7170, Sigma Aldrich) durante 5 

minutos, que se retiró con un lavado con el tampón TBST [TBS(1x) (#28358, 

Thermo Scientific) con 0,1% de Tween-20 (#11417160, Fisher Scientific)]. 

Subsecuentemente, la membrana se bloqueó en agitación media durante 1 hora 

en una solución de 5% de leche desnatada en polvo en TBST. Después, se realizó 

la incubación del anticuerpo primario en agitación suave durante toda la noche 

a 4ºC (Tabla 16). A la mañana siguiente, se realizaron 3 lavados con TBST en 

agitación media durante 5 minutos. A continuación, se incubó la membrana 

durante 1 hora con el anticuerpo secundario de elección (Tabla 16) y se 

realizaron 3 lavados finales de 5 minutos en agitación media con TBST. Los 

anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron en solución de bloqueo (5% 

de leche desnatada en polvo en TBST). Finalmente, los niveles de las proteínas 

de interés fueron determinados utilizando diferentes sustratos quimio 

luminiscentes en función de la señal esperada. El kit SuperSignal West Pico PLUS 

Chemiluminescent Substrate (#34577, Thermo Scientific) se utilizó para señales 

de intensidad media-alta y el kit SuperSignal West Dura Chemiluminescent 

Substrate (#10445345, Thermo Scientific) en casos de señal de baja intensidad. 

La señal se adquirió digitalmente utilizando el equipo C-Digit Blot Scanner 

(Licor). La intensidad de las bandas de la proteína de interés fue determinada 

mediante el programa ImageJ (versión 1.52, Schindelin et al., 2012). Los niveles 
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de las proteínas analizadas fueron siempre normalizados por los niveles de una 

proteína control (β-Actina o S6). 

Tabla 16. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para el análisis de expresión 
proteica.  

Anticuerpo primario 

Anticuerpo primario Dilución Referencia 

Anti-Phospho-S6 Ribosomal Protein 

(Ser235/236) (D57.2.2E) XP (Rabbit) 

1:1.000 #4858S 

Cell signalling 

Anti-Phospho-S6 Ribosomal Protein 

(Ser240/244) (D68F8) XP (Rabbit) 

1:1.000 #5364T 

Cell signalling 

Anti-S6 Ribosomal Protein (5G10) 

(Rabbit) 

1:1.000 #2217S 

Cell signalling 

Anti-HA (SG77) (Rabbit) 1:1.000 #71-5500 

Thermo Fisher Scientific 

Anti-MRPL44  (Goat) 1:1.000 #sc-103631 

Santa Cruz Biotechnology 

Anti-GFP (Rabbit) 1:5.000 #sc-8334 

Santa Cruz Biotechnology 

Anti-β-Actin (Mouse) 1:10.000 #A1978 

Sigma Aldrich 

Anticuerpo secundario 

Anticuerpo secundario Dilución Referencia 

Peroxidase AffiniPure Goat Anti-

Rabbit IgG (H+L) 

1:10.000 #111-035-003 

Jackson Immuno Research 

Peroxidase AffiniPure Goat Anti-

Mouse IgG (H+L) 

1:10.000 #115-035-003 

Jackson Immuno Research 

Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-

Goat IgG (H+L) 

1:10.000 #705-035-003 

Jackson Immuno Research 

 

Cabe mencionar que el análisis de proteínas de tipos neuronales genéticamente 

definidos se realizó a partir de muestras obtenidas siguiendo el protocolo de 

inmunoprecipitación RiboTag o MitoRiboTag. En ese caso, en vez de resuspender 

las muestras en el tampón RLT, se resuspendieron en 50 µL de SDS Sample buffer. 

A partir de este punto, se siguió el protocolo detallado anteriormente. Por otro 

lado, para el análisis de las proteínas ribosomales pS6 y S6, se añadió al tampón 

de homogenización inicial un cóctel de inhibidores de fosfatasas a la 

concentración indicada por el fabricante (#4906845001, Roche). 
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8. Inmunofluorescencia 

El protocolo de inmunofluorescencia se realizó tanto en muestras de cultivos 

celulares, como de tejido. En primer lugar, las células HEK293T fueron 

sembradas a una densidad de 100.000 células/mL sobre un cubreobjetos en una 

placa de 24 pocillos. Antes de empezar la inmunofluorescencia se realizó un 

lavado con DPBS 1x (#SH30028.02, HE Healthcare Hyclone) y se fijaron con una 

solución de paraformaldehído al 4% (4% PFA; #1004965000, Merck Millipore) 

durante 10 minutos, seguido de 3 lavados más con DPBS 1x. Por otro lado, los 

encéfalos murinos, inmediatamente después de la eutanasia, fueron fijados en 

4% PFA durante 24 horas a 4ºC. Posteriormente, se incubaron durante 48 horas 

en una solución de sacarosa (#84097, Sigma Aldrich) al 30% en PBS 1x 

(#524650-1EA, Sigma Aldrich) a 4ºC. Finalmente, fueron congelados en hielo 

seco y seccionados coronalmente a 30 µm con criostato. Las distintas secciones 

fueron conservadas en solución anti-congelación, compuesta por un 40% de 

etilenglicol (#102466, Sigma Aldrich), un 30% de glicerol (#G7757, Sigma 

Aldrich) y un 30% de tampón de fosfato (0,1M, pH=7,2-7,4).  

Una vez preparadas las muestras se realizaron 3 lavados de 5 minutos en 

agitación con una solución de PBST [PBS1x con un 0,2% de Triton X-100 

(#648466, Sigma Aldrich)]. A continuación, la muestra se bloqueó durante 1 hora 

en agitación lenta en PBST con un 10% de NDS (Normal Donkey Serum, #JAC-

017-000-121, Jackson ImmunoResearch). Seguidamente, se realizó la incubación 

con el anticuerpo primario durante toda la noche en agitación suave a 4ºC. El 

anticuerpo primario fue diluido según la Tabla 17 en PBST con un 1% de NDS. Al 

día siguiente, se realizaron 3 lavados en agitación media de 5 minutos con PBST 

para retirar el exceso de anticuerpo primario. Posteriormente, se realizó la 

incubación con el anticuerpo secundario durante 1 hora en agitación suave. El 

anticuerpo secundario se preparó igualmente en PBST con un 1% de NDS como 

se indica en la Tabla 17. Finalmente, se realizaron dos lavados más de 5 minutos 

en agitación media con PBST y un último lavado con PBS 1x. Tanto las células, 
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como los cortes en flotación, fueron colocados sobre un portaobjetos con el 

medio de montaje Fluoromount G con DAPI (#17984-24, Electron Microscopy 

Sciences). Después de 24 horas fueron analizados por microscopia con el equipo 

de epifluorescencia Nikon Eclipse 90i o por rastreo de láser confocal Zeiss LSM 

700. Las imágenes fueron finalmente analizadas con el programa ImageJ 

(versión: 1.52, Schindelin et al., 2012).  

Tabla 17. Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados para 
inmunofluorescencia. 

Anticuerpo primario 

Anticuerpo primario Dilución Referencia 

Anti-HA (SG77) (Rabbit) 1:500 
#71-5500 

ThermoFisherScientific 

Anti-HA.11 (Mouse) 1:1.000 
#901514 

BioLegend 

Anti-TOM20 (Rabbit) 1:1.000 
#sc-11415 

Santa Cruz 

Anti-Phospho-S6 Ribosomal Protein 

(Ser235/236) (D57.2.2E) XP (Rabbit) 
1:500 

#5364T 

Cell signalling 

Anti-GFAP (Chicken) 1:1.000 
#ab4674 

Abcam 

Anti-GFP (Chicken) 1:2.000 
#ab13970 

Abcam 

Anticuerpo secundario 

Anticuerpo secundario Dilución Referencia 

Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary 

Antibody, Alexa Fluor 488 conjugate 
1:500 

#A21206  

Invitrogen 

Donkey anti-Mouse IgG (H+L) Secondary 

Antibody, Alexa Fluor 488 conjugate 
1:500 

#A21202  

Invitrogen 

Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary 

Antibody, Alexa Fluor 555 conjugate 
1:500 

#A31572  

Invitrogen 

Donkey anti-Mouse IgG (H+L) Secondary 

Antibody, Alexa Fluor 555 conjugate 
1:500 

#A31570  

Invitrogen 

Goat Anti-Chicken IgY H&L (Alexa Fluor 

488) preadsorbed 
1:500 

#ab150173 

Abcam 
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9. Hibridación in situ 

Para realizar la hibridación in situ se siguieron las instrucciones del fabricante 

para RNAscope Fluorescent Multiplex Assay (Wang et al., 2012).  Brevemente, en 

el momento de la eutanasia, los troncos encefálicos de los ratones 

Vglut2:Ndufs4cCT y Vglut2:Ndufs4cKO fueron incluidos en un criomolde con 

OCT (Optimal Cutting Temperature compound, #NC9806257, Fisher Scientific) y 

conservados a -80ºC. Posteriormente, se realizaron cortes de 16 µm con criostato 

montados directamente en un portaobjetos. Estas secciones se fijaron durante 4 

minutos en PFA 4%, se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol y 

se trataron con proteasa IV. A continuación, se realizó la hibridación para el 

ARNm de interés usando las sondas Mm-Slc17a6 (#319171, acdbio) para el canal 

C1 y la EYFP (#312131, acdbio) para el canal C3 o la Mm-Adcyap1 para el canal 

C2 (#405911, acdbio). La señal de dichas sondas se amplificó, con Atto 550 

(Orange) o Alexa 488 (Green) según se muestra en los resultados. Finalmente, se 

realizó un contraste nuclear y se montaron las secciones utilizando el medio de 

montaje ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI (#P36966, Molecular 

Probes). La evaluación de la tinción se realizó mediante el microscopio confocal 

Zeiss LSM 700 y el programa ImageJ (versión: 1.52, Schindelin et al., 2012).   

10. Análisis estadístico 

Los distintos resultados estadísticos de la presente tesis doctoral, a excepción del 

análisis bioinformático para RNA-Seq, se han representado como la media ± 

error estándar (SEM). Para el análisis estadístico, se realizó la prueba estadística 

paramétrica t de Student o no paramétrica Mann-Whitney para la comparación 

de un grupo experimental con uno control. Por otro lado, en el caso de más de 

dos grupos a comparar, se utilizó el análisis de la varianza con un factor o más de 

uno (One way-ANOVA o Two-way ANOVA) o Kruskal-Wallis, en caso de 

varianzas no homogéneas. La significación estadística se determinó con un valor 

de p <0,05. Para llevar a cabo dichas pruebas estadísticas se utilizó el programa 

GraphPad Prism 6.0 (La Jolla California, USA). 



 

114 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

115 
 

Resultados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

116 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

117 
 

1. Caracterización del traductoma citosólico de poblaciones neuronales 

susceptibles a la deficiencia del complejo I mitocondrial 

La deficiencia condicional de la subunidad del complejo I mitocondrial NDUFS4 

en neuronas glutamatérgicas (excitatorias) o GABAérgicas (inhibitorias) 

contribuye diferencialmente en la patología clínica observada en un modelo 

murino para SL (Bolea et al., 2019). Concretamente, la deficiencia del complejo I 

en las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2) se ha asociado con la aparición de 

problemas motores y respiratorios severos y las GABAérgicas (GAD2) con el 

desarrollo de crisis epilépticas, signos clínicos especialmente presentes en los 

pacientes con SL (Sofou et al., 2014; Bolea et al., 2019). Con el fin de determinar 

los mecanismos moleculares subyacentes que caracterizan la vulnerabilidad de 

cada población neuronal se ha analizado de manera específica el perfil 

traduccional citosólico de cada tipo celular por secuenciación masiva del 

transcriptoma (RNA-Seq) en dos áreas cerebrales con una marcada afectación: 

el núcleo vestibular (NV), extensamente afectado por la deleción de Ndufs4 en las 

neuronas glutamatérgicas y relacionado con la primera causa de muerte en el SL, 

el fallo respiratorio (Arii and Tanabe, 2000; Sofou et al., 2014; Bolea et al., 2019); 

y el bulbo olfatorio (BO), el cual presenta un daño similar a edades muy 

tempranas, pero inducido por la inactivación de Ndufs4 en las neuronas 

GABAérgicas (Bolea et al., 2019). 

 

1.1. Estrategia para la identificación del traductoma citosólico en 
poblaciones celulares genéticamente definidas 

La obtención del traductoma citosólico de la población neuronal glutamatérgica 

del NV o GABAérgica del BO en el contexto de enfermedad mitocondrial se realizó 

a partir de dos grupos de ratones transgénicos (Figura 18). Principalmente, estos 

animales se diferencian por expresar la recombinasa Cre bajo el promotor del 

transportador vesicular de glutamato Slc17a6 (Vglut2), específico de neuronas 

glutamatérgicas, o del enzima Gad2, específico de neuronas GABAérgicas. La 

expresión de esta recombinasa, en animales con un background genético 
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RiboTag, permite la recombinación del alelo floxado Rpl22HA en ambos grupos 

murinos, induciendo la expresión de la subunidad ribosomal RPL22 con el 

epítopo hemaglutinina o HA (RPL22·HA) en la subpoblación neuronal de interés 

(Sanz et al., 2009). Esta estrategia, permitirá el aislamiento del ARNm asociado 

al ribosoma citosólico de las poblaciones neuronales VGLUT2- o GAD2-positivas 

y su posterior análisis. 

 

La combinación del alelo floxado Rpl22HA con la deficiencia o presencia de Ndufs4 

condicionalmente en las neuronas VGLUT2 o GAD2, bajo previa expresión de la 

recombinasa Cre, permite el análisis de los efectos de la deficiencia de complejo 

I mitocondrial en estas poblaciones genéticamente definidas. Así, los ratones 

control para el análisis del traductoma de la población glutamatérgica del NV 

(Slc17a6iCre:Rpl22HA/+:Ndufs4Δ/+ o Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) presentan un alelo 

wild type para Ndufs4, suficiente para un desarrollo normal del animal, mientras 

que el grupo experimental (Slc17a6iCre:Rpl22HA/+:Ndufs4Δ/lox o 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT

Slc17a6iCre:Rpl22HA/+:Ndufs4Δ/+

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO

Slc17a6iCre:Rpl22HA/+:Ndufs4Δ/lox

Gad2:RiboTag :Ndufs4cCT

Gad2Cre/+:Rpl22HA/+:Ndufs4lox/+

Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO

Gad2Cre/+:Rpl22HA/+:Ndufs4lox/lox

Aislamiento del 

traductoma citosólico

glutamatérgico

Aislamiento del 

traductoma citosólico

GABAérgico
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Figura 18. Genotipo de los ratones control y experimental para el análisis, con 

especificidad de tipo celular, del traductoma citosólico inducido por la deficiencia de la 

subunidad mitocondrial NDUFS4. El panel izquierdo muestra los ratones utilizados para el 
análisis del ARNm asociado a ribosoma de las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2) del NV. El 

panel derecho representa los ratones empleados para el mismo análisis en las neuronas 

GABAérgicas (GAD2) del BO.  
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Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO) codifica para un alelo floxado que será eliminado 

por la recombinasa iCre, induciendo la deficiencia de NDUFS4 únicamente en las 

neuronas VGLUT2-positivas. Asimismo, los ratones control para el análisis del 

traductoma citosólico de la población neuronal GABAérgica del BO 

(Gad2Cre/+:Rpl22HA/+:Ndufs4lox/+ o Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT) presentan un alelo 

wild type y un alelo floxado para el locus Ndufs4. En presencia de la recombinasa 

Cre estos animales conservan el alelo wild type, el cual garantiza un fenotipo 

normal. Por el contrario, el grupo experimental (Gad2Cre/+:Rpl22HA/+:Ndufs4lox/lox 

o Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO) presenta dos alelos floxados, provocando la 

deleción de NDUFS4 en aquellas neuronas GAD2-positivas.  

Estos modelos permiten obtener, de cada grupo, una muestra representativa del 

ARN total del área diseccionada (NV o BO) o input, la cual se extrae del lisado 

utilizado para la inmunoprecipitación del ensayo RiboTag, además de la muestra 

representativa del ARNm asociado al ribosoma citosólico del tipo neuronal de 

interés o inmunoprecipitado (IP) de la aproximación RiboTag (Sanz et al., 2009). 

Con esta última muestra se realiza el análisis del traductoma citosólico con 

resolución de tipo celular.  

Los modelos aquí expuestos están basados en la aplicación del sistema Cre-loxP 

(Gu et al., 1993; Kim et al., 2018). No obstante, pese a las numerosas ventajas de 

esta herramienta, diversas publicaciones han señalado la importancia de 

determinar la expresión indeseada de la recombinasa Cre en poblaciones 

celulares diferentes a la población de estudio que puedan afectar la fiabilidad de 

los resultados finales (Song and Palmiter, 2018; Luo et al., 2020; Stifter and 

Greter, 2020). Con el propósito de asegurar un análisis del traductoma 

restringido a la población neuronal glutamatérgica o GABAérgica se realizó una 

caracterización fenotípica y molecular para cada grupo animal previo al análisis 

del traductoma por RNA-Seq.  
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1.1.1. Validación del ensayo RiboTag para el aislamiento del 

traductoma citosólico de las neuronas GAD2 deficientes para 
NDUFS4 en el BO. 

Con el objetivo de determinar la expresión proteica de la proteína RPL22·HA en 

el área del BO se realizó un ensayo por inmunofluorescencia con el anticuerpo   

α-HA en cortes coronales de ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT a una edad 

postnatal de 50 días  (P50). Dicho análisis demostró células con 

inmunoreactividad para HA (Figura 19A-B), confirmando así la recombinación 

del locus Rpl22HA/+, y la consecuente expresión del marcaje RiboTag (Rpl22·HA). 

Dicha expresión se localizó en la capa glomerular, mitral y, especialmente, en la 

capa granular del BO, áreas con conocida expresión para Gad2 (Figura 19C)(Lein 

et al., 2007), sugiriendo que la expresión de la recombinasa Cre se correlacionaba 

con la expresión del promotor de Gad2, permitiendo así la expresión de 

RPL22·HA, su inmunoprecipitación y el posterior aislamiento del ARNm 

asociado. Por otro lado, a nivel fenotípico, no se observaron diferencias 

significativas entre los animales Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO y sus respectivos 

controles Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT hasta el momento de la muerte, a excepción 

de un peso ligeramente menor en el grupo experimental (reportado en Bolea et 

al., 2019). Dicha muerte se desencadenó por un repentino ataque epiléptico a la 

temprana edad de ~P55, tal y como se había descrito en Bolea et al., 2019.  

Con la finalidad de determinar el enriquecimiento para la población GAD2 en las 

muestras inmunoprecipitadas (IP) de los ensayos RiboTag, que contienen los 

ARNm asociados al ribosoma de las células que expresan la recombinasa Cre,  del 

BO de ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT y Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO se realizó 

el análisis por PCR cuantitativa con transcriptasa inversa o qRT-PCR de los 

transcritos para la población neuronal GABAérgica (Gad2), glutamatérgica 

(Slc17a7) y de oligodendrocitos (Cnp) (Figura 19E), transcritos expresados en el 

BO (Lein et al., 2007). Este ensayo reveló un claro enriquecimiento de Gad2 y un 

empobrecimiento robusto de Cnp y Slc17a7 en las muestras IP respecto al ARN 

total del BO (input). En este caso, el análisis por qRT-PCR se realizó 
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comparativamente cargando cantidades iguales de ARN de cada muestra, ya que 

la normalización por Actb se descartó dado que la población neuronal 

GABAérgica tiene un contenido superior de este transcrito unido al ribosoma 

comparativamente al resto del transcriptoma del BO, tanto en el grupo control 

como en el experimental (Figura 19D), pudiendo interferir en la interpretación 

de los resultados. Por tanto, estos resultados demostraron que la 

inmunoprecipitación del ARNm asociado al ribosoma·HA permitía el análisis del 

perfil de expresión génica de la población neuronal GABAérgica. Asimismo, se 

analizaron los niveles del transcrito Ndufs4 a nivel del BO (input) y a nivel de la 

población neuronal GABAérgica  (IP) (Figura 19F) por qRT-PCR, indicando una 

disminución significativa de este transcrito en dicha área cerebral en los ratones 

experimentales Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto a los controles, pero aún más 

dramática en el caso de las neuronas GABAérgicas de ratones con deficiencia 

mitocondrial. Estos resultados indicaron que la deleción de NDUFS4 en la 

población GABAérgica del BO tiene un claro impacto a nivel del área cerebral, 

probablemente resultado del elevado porcentaje de neuronas GABAérgicas en 

dicha región. No obstante, esta deleción es específica para la población neuronal 

GABAérgica, señalando el potencial de la técnica RiboTag para realizar un 

análisis de tipo celular específico con el modelo murino GABAérgico. Así pues, 

dada la poca variabilidad fenotípica entre dichos animales y la robustez del 

análisis de enriquecimiento se procesaron dichas muestras (input e IP) para el 

análisis por RNA-Seq del perfil traduccional citosólico de la población 

GABAérgica del BO en el contexto de enfermedad mitocondrial.  
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Figura 19. Caracterización del ensayo RiboTag para el aislamiento del traductoma 
citosólico de neuronas GABAérgicas en el BO de animales Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO y 

Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT.  A) Análisis por inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-
HA en secciones coronales del BO de ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT (n=3). La tinción de 

DAPI se utilizó como contraste nuclear.  Escala: 500µm. B) Magnificación del panel A, en el que 
se distinguen aquellas poblaciones celulares con marcaje para HA (RiboTag). Escala: 50µm. C) 

Sección del BO en el que se indica los niveles de expresión del transcrito Gad2 por hibridación 
in situ (pseudocolor), adaptado del Allen Brain Atlas (Lein et al., 2007). Escala: 500µm D) 

Cantidad absoluta del transcrito Actb en muestras input e IP de ratones 
Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO y Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT. Se representa la media ± SEM 

analizados por el test Two-Way ANOVA (n=3, $$p<0,01 comparado con el grupo input). E) 
Análisis por qRT-PCR del enriquecimiento para transcritos específicos de la población 

neuronal GABAérgica (Gad2), de la población de oligodendrocitos (Cnp) y de la población 
neuronal glutamatérgica (Slc17a7) en las muestras inmunoprecipitadas (IP) en comparación 

al ARN total del BO (input) de animales Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT y Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO. 
Se representan los datos como la media de los datos ± SEM analizados por la prueba Mann 

Whitney (n=6, **p<0,01). F) Análisis del nivel de expresión del transcrito Ndufs4 en el BO 
(input) y en las neuronas GABAérgicas (IP) en ratones experimentales 

(Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO) en comparación a los control (Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT), 
señalando la deleción del transcrito Ndufs4 en los ratones experimentales. Se representan los 

datos como la media ± SEM analizados por el test estadístico t-student (n=3, ##p<0,01).  
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1.1.2. Validación del ensayo RiboTag para el aislamiento del 

traductoma citosólico de las neuronas VGLUT2 del NV 
deficientes para NDUFS4.  

De igual modo que para el grupo de estudio del traductoma citosólico 

GABAérgico del BO, se realizó el análisis por inmunofluorescencia con 

anticuerpos α-HA en el área del NV en cortes coronales de ratones control 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a una edad de P50. Este análisis histológico demostró 

inmunoreactividad para el epítopo HA en el área del NV (Figura 20A-B), 

garantizando la inmunoprecipitación posterior del ribosoma RPL22·HA y del 

ARNm asociado. Notablemente, este análisis reveló un patrón de expresión del 

epítopo HA similar al patrón de expresión de Slc17a6 (Vglut2) (Figura 20C), 

señalando que la recombinación del locus Rpl22HA/+ se produce y mantiene en las 

neuronas VGLUT2 en edad adulta. No obstante, otras poblaciones celulares 

VGLUT2-negativas en edad adulta presentaron también expresión del epítopo 

HA, como el núcleo facial del tronco encefálico, principalmente de expresión 

colinérgica y sin expresión glutamatérgica (Lein et al., 2007) (Figura 20C-D), 

sugiriendo una recombinación indeseada de los locus floxados (Rpl22 y Ndufs4) 

en tipos celulares distintos a la población VGLUT2 de interés.  
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Con el propósito de evaluar el alcance de la recombinación indeseada de los locus 

floxados en ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT y Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO se 

realizó un estudio fenotípico y molecular de estos animales. La exploración física 

del grupo murino control (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) para el análisis del 

traductoma citosólico glutamatérgico vestibular demostró un comportamiento 

normal correspondiente a un ratón sano, mientras que el grupo experimental 

(Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO) manifestó claros signos de deterioro motor y 

respiración arrítmica, además de retraso en el crecimiento y deshidratación,  

signos clínicos previamente descritos en Bolea et al., 2019, resultado de la 

HAA B

C                                           D                                    

DAPI HA

Slc17a6 Chat

Figura 20. Caracterización de la recombinación del locus Rpl22HA/+ en el NV de ratones 
control Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a nivel histológico. A) Montaje completo de un corte 

coronal con inmunofluorescencia para HA en ratón Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a P50. Se 

indica el NV (delimitado por línea discontinua) y el núcleo facial (delimitado por línea 

continua) (n=3). Escala: 1mm. B) Sección del NV del panel A, incluyendo marcaje nuclear con 
DAPI, en el que se pueden distinguir aquellas poblaciones celulares con marcaje RiboTag 

(HA). Escala: 100µm. C-D) Expresión de los transcritos Slc17a6 (Vglut2) y Chat en el tronco 

encefálico adaptadas de Image credit: Allen Institute (Lein et al., 2007). Aunque el patrón de 

expresión Slc17a6 es parecido al del panel A, indicando que principalmente las neuronas 

VGLUT2 presentan marcaje RiboTag, el área del núcleo facial (línea continua), área sin 
expresión glutamatérgica, pero sí colinérgica, presenta marcaje positivo para HA en ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT en edad adulta. Escala: 1mm. 
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deleción de Ndufs4 en la población neuronal VGLUT2. En este sentido, la 

expresión del locus Rpl22HA/+ no implicó ningún signo clínico adicional aparente. 

Sin embargo, en el grupo experimental se pudo observar heterogeneidad en la 

severidad de los signos clínicos, así como en la edad de aparición de estos. 

Principalmente, a P50 los ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO se podían dividir 

en dos subgrupos; ratones aparentemente sanos con desarrollo patológico 

posterior y ratones con un fenotipo patológico similar al descrito para el ratón 

con una deficiencia constitutiva de NDUFS4 (Ndufs4KO) a esta misma edad 

(Quintana et al., 2010) (Figura 21A). Así, el grupo experimental con signos 

clínicos a P50  (SC+) presentaba un peso corporal significativamente inferior que 

aquellos animales con menor severidad (SC-) (Figura 21B), similar al tamaño del 

ratón Ndufs4KO (Kruse et al., 2008). Igualmente, los ratones con signos clínicos 

más severos sufrían alopecia temporal en algunas regiones corporales sin patrón 

aparente que se recuperaba en el siguiente ciclo de crecimiento de pelo entre día 

postnatal P29 y P39 (Figura 21C). En este sentido, previamente se había descrito 

que el ratón Ndufs4KO sufría pérdida de pelo corporal en ese período de edad 

debido a la deleción ubicua de NDUFS4 (Kruse et al., 2008), sugiriendo una 

deficiencia de NDUFS4 en tejidos periféricos en el subgrupo de ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO-SC+. Para confirmar esta hipótesis, se analizaron las 

reacciones de genotipado para los alelos floxados Ndufs4 y Rpl22. Así, se observó 

diferentes grados de recombinación en la cola de animales experimentales 

(Figura 21D).  
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Dada la presencia de recombinación de los locus floxados (Rpl22 y Ndufs4) en 

tejidos periféricos sin expresión para Vglut2 en edad adulta, se caracterizó el 

nivel de expresión del transcrito Ndufs4 por qRT-PCR en el propio NV, a través 

de la muestra input de los ensayos RiboTag. De este modo, se pudo determinar 

el impacto patológico de la deleción en heterocigosis o homocigosis de este gen 

en los ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4CT y Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO con (+) o 

Figura 21. Heterogeneidad fenotípica en los ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO 

(experimental). A) Línea temporal, en días postnatales (P), representativa de la aparición de 
signos clínicos (déficit motor y/o respiratorio) en los ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO, 

siendo el primer grupo de aparición temprana (~P50) y el segundo de aparición tardía (~P80). 

B) Peso corporal de ratones control y experimental a P50. Los ratones experimentales se 

subclasifican según presencia (+) o ausencia (-) de signos clínicos (SC), siendo el grupo SC+ el 

que muestra un menor peso corporal. Los resultados se representan como la media ± SEM 
analizada por el test One-way ANOVA con comparaciones múltiples de Tukey’s (n=4-6; 

**p<0,01, ***p<0,001). C) Imagen representativa de la presencia de alopecia corporal temporal 

(flecha blanca) en el subgrupo SC+ de ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO. D) Genotipado del 

locus Rpl22HA/+ y Ndufs4Δ/lox en muestras de cola de ratones experimentales SC+ o SC-. La flecha 
muestra el producto resultante de la recombinación del alelo floxado Rpl22HA/+. De izquierda a 

derecha se muestra de mayor a menor grado la recombinación de los locus floxados de cada 

gen. 
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sin (-) signos clínicos (SC) a P50. Comparativamente con un ratón con un locus 

para Ndufs4 wild type o Vglut2:RiboTag (Slc17a6iCre:Rpl22HA/+:Ndufs4+/+), el nivel 

de expresión del transcrito Ndufs4 en el grupo control 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT representaba un ~50% menos de expresión que el 

grupo wild type (Figura 22), consistente con la deleción presente en uno de los 

alelos (alelo Δ). No obstante, esta disminución no implicó ningún impacto 

patológico aparente, como ya se había demostrado anteriormente (Kruse et al., 

2008). De igual modo, los ratones experimentales SC+ y SC- demostraron una 

reducción significativa de la expresión del transcrito Ndufs4 en el NV. No 

obstante, el grupo SC+ presentaba un nivel inferior de expresión comparado con 

el grupo SC-, sugiriendo un mayor porcentaje de células con deleción de Ndufs4 

en el NV (Figura 22A). Adicionalmente, se observó que el nivel de expresión de 

Ndufs4 en los inmunoprecipitados de ensayos RiboTag (IP) era prácticamente 

nulo en los ratones experimentales SC+ y SC-, indicando que en aquellas 

poblaciones celulares donde se había producido la recombinación del locus 

Rpl22HA/+, también se producía la recombinación del locus Ndufs4Δ/lox. Por el 

contrario, los niveles de Ndufs4 en el grupo control Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT 

se mantuvieron constantes tanto a nivel del NV (input), como en aquellas 

muestras inmunoprecipitadas, confirmando que la variabilidad clínica entre los 

grupos experimentales se debía al alcance de la recombinación del locus Ndufs4 

(Figura 22B).  
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El conjunto de estos datos indicó la expresión de la recombinasa Cre en 

poblaciones celulares VGLUT2-negativas, limitando el marcaje ribosomal 

(RPL22·HA) con precisa restricción de tipo celular y el posterior análisis del 

perfil traduccional glutamatérgico tanto en ratones adultos control como 

experimentales. No obstante, las diferencias entre los dos subgrupos 

experimentales sugirieron distintos grados de recombinación, siendo más 

restringida en el subgrupo SC- en comparación al SC+ a P50. Con la finalidad de 

determinar el grado de pureza de las muestras IP para la población VGLUT2 en 

ambos subgrupos, se determinó el nivel de enriquecimiento por qRT-PCR para 

el transcrito Slc17a6 (específico de la población glutamatérgica) en el ARNm 

asociado a ribosoma inmunoprecipitado (IP) por la técnica RiboTag en 

comparación con el input del mismo ensayo RiboTag, en este caso, ARN extraído 

de homogenado del NV. Esta aproximación reveló que las muestras IP de 

animales SC- presentaban un enriquecimiento 4 veces superior al input para 

Slc17a6. Por el contrario, las muestras IP de animales SC+ exhibían un 

enriquecimiento inferior a 2 veces para este mismo transcrito, demostrando un 

Figura 22. Niveles de Ndufs4 en ensayos RiboTag en el NV de ratones 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO y sus respectivos controles. Análisis por qRT-PCR de los 
niveles del transcrito Ndufs4 en (A) inputs e (B) immunoprecipitados (IP) de ensayos RiboTag 
en ratones Vglut2:RiboTag (Ndufs4+/+), Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT (Ndufs4Δ/+), y 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO (Ndufs4Δ/lox) con presencia (+) o ausencia (-) de signos clínicos 
(SC) a P50. Los datos se representan como la media ± SEM analizados por el test estadístico 
One-way ANOVA con comparaciones múltiples de Tukey’s (n=3-5; ###p<0,001 comparado 
con Vglut2:RiboTag; *p<0,05, **p<0,01 o ***p<0,001 comparado con 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT). 
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grado de pureza menor para la población glutamatérgica. Asimismo, se analizó 

también el nivel de enriquecimiento de un trascrito específico para la población 

de neuronas GABAérgicas (Gad2), abundante en el NV (Kodama et al., 2012), y 

de un transcrito específico de la población de oligodendrocitos (Cnp) (Valério-

Gomes et al., 2018), para determinar en las IP los niveles de transcritos de 

neuronas no glutamatérgicas y de transcritos no neuronales, respectivamente. 

En este caso, las muestras IP de los animales SC+ presentaban una proporción 

mayor de Gad2 y Cnp, mientras que las muestras IP de los animales SC- estaban 

mucho más empobrecidas para estos transcritos, confirmando un mayor grado 

de recombinación del alelo Rpl22HA en tipos celulares no glutamatérgicos en los 

animales SC+ (Figura 23).  

 

 

Por tanto, para el análisis por RNA-Seq del traductoma citosólico de neuronas 

glutamatérgicas vestibulares, sólo aquellos ensayos RiboTag de ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO o Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT que mostraron un 

enriquecimiento superior a 2 para Slc17a6 en las IPs en comparación a sus inputs 

Figura 23. Análisis del enriquecimiento y depleción para transcritos específicos de 
diferentes poblaciones celulares utilizando la tecnología RiboTag en animales 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO. Análisis por qRT-PCR de los niveles de transcritos específicos 

de neuronas glutamatérgicas (Slc17a6), GABAérgicas (Gad2) y oligodendrocitos (Cnp) en 
muestras input e IP de ensayos RiboTag en homogenados de NV de animales 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO con (+) o sin (-) signos clínicos (SC) a P50. Se representan los datos 

como la media de los datos ± SEM analizados por Two-way ANOVA y comparaciones múltiples 
Sidak’s (n=3-5, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).  
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y una depleción significativa para los transcritos marcadores de la población 

neuronal GABAérgica y de oligodendrocitos fueron seleccionados como óptimos.  

 

1.2. Análisis por RNA-Seq de las muestras obtenidas por el ensayo 

RiboTag de ratones con deficiencia del complejo I mitocondrial en 

poblaciones neuronales susceptibles 

Una vez validados los ensayos RiboTag para el análisis del perfil traduccional 

citosólico de la población neuronal glutamatérgica del NV y de la población 

neuronal GABAérgica del BO en ratones con deficiencia condicional para Ndufs4 

en estos tipos celulares, se seleccionaron aquellas muestras con un valor de 

integridad para el ARN (RIN) (Schroeder et al., 2006) superior a 7, garantizando 

una correcta preparación de las librerías de secuenciación masiva o RNA-Seq 

(Sheng et al., 2017).  

Para el estudio de la población neuronal GABAérgica se seleccionaron para la 

secuenciación masiva muestras de ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT y 

Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO a día P50, con el objetivo de analizar el perfil 

traduccional citosólico anterior al momento de la muerte aproximadamente a 

P55 (Bolea et al., 2019). Por otro lado, para el análisis de la población 

glutamatérgica se seleccionaron muestras de ratones control 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT y experimentales Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO SC-, 

los cuales muestran una activación del marcaje RiboTag principalmente 

restringida a neuronas VGLUT2 y no empiezan a desarrollar complicaciones 

motoras y/o respiratorias hasta día ~P80, las cuales se agudizan con el 

transcurso de los días. En este caso, dado el fenotipo progresivo patológico de 

este modelo, se seleccionaron muestras a día P50 de ratones control y 

experimental (sin signos clínicos)  y a día P100 (con signos moderados-severos 

de déficit motor y respiratorio), con el fin de entender la progresión de la 

enfermedad en las neuronas glutamatérgicas vestibulares deficientes para 

Ndufs4. 
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Para cada replicado biológico se prepararon las librerías de secuenciación 

seleccionando el ARNm a través de las colas Poli(A), tanto para las muestras 

input, representativas del ARNm de todos los tipos celulares del NV o del BO, y 

las muestras IP, específicas para el ARNm asociado a ribosoma de los tipos 

neuronales de estudio presentados. Los fragmentos correspondientes a la 

cadena original de ARN fueron secuenciados bidireccionalmente (75pb), 

obteniendo una cobertura media de 31 millones de reads por muestra con un 

secuenciador NextSeq500 (Illumina), cobertura suficiente para obtener un 

análisis inferencial robusto (Conesa et al., 2016). Adicionalmente, los controles 

de calidad anteriormente expuestos garantizaron la obtención de reads de 

calidad excelente, analizados con la herramienta FastQC (Andrews, 2010) y una 

ratio de alineamiento único de los reads con el genoma de referencia del 70-90%, 

indicando una librería de calidad aceptable para su posterior análisis (Dobin and 

Gingeras, 2016). 

 

1.2.1. Perfil transcriptómico tisular del BO y del NV inducido por la 

deficiencia del complejo I mitocondrial en poblaciones 

neuronales susceptibles. 

En primer lugar, gracias a los datos obtenidos por RNA-Seq para las muestras 

input de los ensayos RiboTag se procedió a analizar el transcriptoma subyacente 

a la disfunción del complejo I mitocondrial en el área del BO y del NV en los 

animales experimentales Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO y 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO, respectivamente. Tanto el área del BO, como del NV, 

son regiones neuroanatómicas con prominente reacción glial en caso de 

deficiencia condicional de Ndufs4 en la población neuronal GAD2 o VGLUT2 

(Bolea et al., 2019), así como en caso de deficiencia constitutiva de Ndufs4 en el 

ratón Ndufs4KO (Quintana et al., 2010). Estos datos sugieren que la mutación a 

nivel neuronal induce una respuesta molecular en otros tipos celulares cercanos, 

como la microglía y los astrocitos. En este sentido, aunque la hipótesis principal 

de este trabajo es que el origen de la susceptibilidad celular en caso de deficiencia 
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del complejo I mitocondrial reside en las diferencias del traductoma en 

poblaciones genéticamente definidas, no se debe obviar procesos mayores y 

comunes, como la neuroinflamación, que también puedan contribuir en la 

heterogeneidad clínica.  

Así pues, para identificar los transcritos diferencialmente expresados (DE) a 

nivel de tejido en el área del BO y del NV con deficiencia del complejo I a nivel 

neuronal se compararon las muestras input de los ensayos RiboTag de animales 

experimentales respecto sus controles (inputcKO vs inputcCT) utilizando el paquete 

estadístico DESeq2 (Love et al., 2014). Esta prueba permite detectar mediante 

estadística inferencial la cuantificación de los cambios entre dos condiciones, 

teniendo en cuenta la variabilidad biológica dentro de una misma condición, 

reduciendo así el número de falsos positivos. Se determinaron los transcritos DE 

con un nivel de significación p ajustado (padj) inferior al 5% y un cambio relativo 

al control (o Fold Change; FC) superior a 1, obteniendo así el perfil 

transcriptómico de cada tejido. 

En el NV de ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO en etapa patológica temprana 

(P50) encontramos un total de 100 transcritos DE, mientras que a P100 esta cifra 

asciende a 825 transcritos DE (Figura 24A-B). En el caso del análisis del 

transcriptoma del BO de ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO se identificaron un 

total de 370 transcritos DE a P50 (Figura 24C). Con el fin de reducir la 

complejidad biológica de los distintos transcritos DE de cada grupo se realizó un 

análisis de ontología génica (GO) con la aplicación ClueGO (Shannon et al., 2003; 

Bindea et al., 2009). Esta aplicación permite el estudio de los transcritos 

desregulados en conjunto, creando una red funcionalmente organizada de 

términos GO significativamente enriquecidos, pero con la capacidad de discernir 

aquellos términos que pertenecen al grupo de transcritos incrementados y/o 

reducidos. Así, este análisis reveló dos procesos superiores potenciados y 

comunes en ambos tejidos resultado de la deficiencia del complejo I mitocondrial 
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en dos poblaciones neuronales distintas, la respuesta inmune y la respuesta de 

defensa a otro organismo (Figura 24).  

Concretamente, dentro de los términos enriquecidos y significativos del grupo 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO a P50 encontramos transcritos con expresión 

reducida relacionados con la vía de plegamiento de proteínas y transcritos con 

expresión incrementada involucrados en la actividad linfocitaria, respuesta a 

interferón-alfa, remodelación del ADN por deacetilasas y en la estructura 

membrana-celular (Figura 24A). Por otro lado, en estos mismos animales en un 

estado patológico más avanzado (P100) encontramos un enriquecimiento de 

términos GO asociados con transcritos DE con expresión reducida relacionados 

con la neurotransmisión sináptica a nivel estructural y de actividad, 

probablemente consecuencia de una desregulación de la neurotransmisión 

glutamatérgica por la deficiencia del complejo I mitocondrial en este tipo 

neuronal. De igual modo, se observó una disminución de transcritos 

relacionados con procesos relacionados con fosfato. En contraste observamos, 

un incremento sustancial de términos GO relacionados con transcritos DE de 

expresión incrementada involucrados en la respuesta inmune y de defensa 

(Figura 24B). Igualmente, estos mismos términos se encuentran para transcritos 

DE con expresión incrementada en el BO de animales Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO 

a P50 (Figura 24C), sugiriendo vías patológicas comunes independientemente 

del grupo neuronal afectado por la privación del complejo I que gobiernan la 

progresión de la enfermedad mitocondrial. Estos resultados, se encuentran en 

consonancia con la prominente reactividad glial observada en ambos tejidos 

(Bolea et al., 2019). 
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Figura 24. Principales categorías funcionales subyacentes al perfil transcripcional 
tisular del NV y del BO de ratones con deficiencia del complejo I mitocondrial en las 

neuronas VGLUT2 y GAD2, respectivamente. Anillos con el número de transcritos DE con 

expresión reducida (azul) o incrementada (rojo) en el NV de ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO en etapa patológica (A) temprana (P50) o (B) tardía (P100) y (C) 
en el BO de ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO a P50. Para cada grupo se indican los términos 

significativamente enriquecidos del análisis de ontología génica (Proceso Biológico, Función 

molecular y Componente celular) según porcentaje de genes implicados, siendo en rojo 

aquellos términos GO relacionados con transcritos con expresión incrementada y en azul 

aquellos con expresión reducida. Asimismo, se indican en gris las subcategorías implicadas en 
ciertos términos GO en la parte inferior de la figura (n=3, **p<0,01, ***p<0,001).     



Resultados 

135 
 

En conjunto, estos resultados confirmaron que la disfunción mitocondrial en un 

tipo celular tiene un impacto directo en el conjunto de subpoblaciones asociadas. 

No obstante, procesos mayores como la neuroinflamación pueden diluir 

procesos moleculares menos exagerados que determinan la susceptibilidad 

neuronal a la disrupción del complejo I mitocondrial.   

 

1.2.2. Perfil traduccional citosólico inducido por la deficiencia del 

complejo I mitocondrial en dos poblaciones neuronales 

susceptibles 

Con el objetivo de elucidar las diferencias moleculares que definen la 

susceptibilidad neuronal a la privación del complejo I mitocondrial se procedió 

a analizar los cambios del perfil traduccional de la población GABAérgica del BO 

y de la población neuronal glutamatérgica del NV deficientes para NDUFS4 

mediante el análisis de las muestras IP de los ensayos RiboTag, anteriormente 

descritas. 

1.2.2.1. Identificación de los transcritos con asociación 

diferencial al ribosoma subyacentes a la deficiencia del 

complejo I mitocondrial en dos poblaciones neuronales 

susceptibles. 

Las muestras IP del ensayo RiboTag representan el ARNm asociado a ribosoma. 

Para identificar los transcritos diferencialmente asociados al ribosoma (DAR)  

resultado de la deficiencia de NDUFS4 en la población neuronal glutamatérgica 

vestibular y la GABAérgica del BO, se compararon las muestras IP del grupo 

control (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT o Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT) con el 

experimental (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO o Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO) 

mediante el paquete estadístico DESeq2 (Love et al., 2014), descrito 

anteriormente. Se determinaron los transcritos DAR con un nivel de significación 

p ajustado (padj) inferior al 5% y un cambio relativo al control (o Fold Change; 

FC) superior a 1.  
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En las neuronas glutamatérgicas vestibulares en etapa asintomática (P50) se 

detectaron un total de 98 transcritos DAR, siendo 18 de asociación incrementada 

y 80 reducida. Por el contrario, y en correlación a una severidad mayor, a P100 

se determinaron un total de 464 transcritos DAR, 173 con un incremento y 291 

con una reducción en la asociación al ribosoma. En la población neuronal 

GABAérgica del BO, encontramos 890 transcritos DAR, entre ellos, 262 

mostraron un incremento y 628 una reducción en la asociación al ribosoma 

(Figura 25A), sugiriendo un mayor impacto en el traductoma GABAérgico a la 

deficiencia mitocondrial.  

Asimismo, se observó mediante el análisis de componentes principales (PCA), 

que el principal elemento que explica la varianza entre las muestras es el tipo de 

muestra (input o IP),en parte sujeto al perfil traduccional resultante de la 

combinación de distintos tipos celulares (Figura 25B-C). En consecuencia, estos 

resultados indicaron la importancia de aplicar un enfoque con resolución de tipo 

celular para entender las vías moleculares que coordinan la función del SNC. 

Además, el estudio de la variabilidad entre las muestras para el análisis de la 

población VGLUT2-positiva puntualizó una tendencia a agruparse entre 

muestras de un misma edad, teniendo un mayor impacto en la varianza que la 

mutación mitocondrial en sí.   

Finalmente, se visualizó a través de gráficos Heatmap el nivel de agrupación de 

los distintos transcritos DAR (filas) según el patrón de respuesta, asociación 

incrementada o reducida al ribosoma (Figura 25D-F) para cada muestra 

analizada (columna). Asimismo, esté análisis exhibió que no todos los animales 

presentan el mismo nivel de asociación al ribosoma para el mismo transcrito, 

reflejando variabilidad interindividuales entre los replicados biológicos.   
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Figura 25. Visualización del impacto a la deficiencia de NDUFS4 en el perfil traduccional 
de las neuronas glutamatérgicas del NV y las GABAérgicas del BO. A) Anillos con el número 
de transcritos DAR (incrementados o reducidos) en las neuronas glutamatérgicas vestibulares 

de animales Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO (Vglut2) a P50 y P100, o en las neuronas GABAérgicas 
del BO de ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO (Gad2) respecto sus controles (n=3). B-C) Análisis 
de los componentes principales según la escala logarítmica de la varianza que definen las 

muestras secuenciadas por RNA-Seq para el análisis del traductoma glutamatérgico (Vglut2) o 
GABAérgico (Gad2), siendo el tipo de muestra, input o IP la variable principal. D-F) Heatmaps 
de los transcritos DAR (filas) en las neuronas glutamatérgicas vestibulares (a P50 o P100) o de 

las neuronas GABAérgicas del BO en ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO (Vglut2) o 
Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto sus controles (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT o 
Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT). El heatmap agrupa los transcritos DAR (fila) jerárquicamente 

según la distancia euclidiana. Z-score es la variación de cada muestra transformada en escala 
logarítmica (log2). Se puede observar la variación entre los distintos replicados biológicos 
(columnas) para cada transcrito, así como la distribución entre niveles incrementados (rojo) o 

reducidos (azul) de los transcritos DAR.  
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1.2.2.2. Variabilidad del perfil traduccional entre las 

neuronas glutamatérgicas vestibulares y las GABAérgicas 
del BO deficientes para Ndufs4 

Dada la relevancia del tipo de muestra, reflejo de la composición celular y el tipo 

de ARN (transcriptoma o traductoma), en la variabilidad de los componentes del 

análisis de los datos de RNA-Seq anteriormente expuestos, se analizó la posible 

variabilidad entre dos poblaciones neuronales diferentes, pero con la misma 

mutación mitocondrial. De manera interesante, el estudio por PCA demostró que 

el principal componente de la varianza entre estas poblaciones neuronales es su 

localización neuroanatómica, NV o BO, seguido del tipo de muestra, IP o input 

(Figura 26A), sugiriendo una importante influencia de la localización neuronal 

en su perfil traduccional. Con el propósito de entender el grado de correlación de 

ambos perfiles traduccionales se generó una matriz de correlación (Spearman) 

con todos los transcritos analizados en las muestras IP de cada población 

neuronal. Este análisis expuso un coeficiente de correlación (R) prácticamente 

nulo entre las dos poblaciones neuronales analizadas (R=-0,033) (Figura 26B). 

Adicionalmente, este mismo análisis aplicado únicamente a los transcritos DAR 

comunes en ambas poblaciones neuronales señaló una correlación (Pearson) 

significativamente negativa (R=-0,48) (Figura 26C), indicando dos perfiles 

traduccionales completamente distintos e incluso opuestos en dos poblaciones 

neuronales portadoras de una misma mutación mitocondrial.  
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1.2.2.3. Análisis de las categorías funcionales alteradas por la 

deficiencia del complejo I mitocondrial en las neuronas 

GABAérgicas del BO y las glutamatérgicas del NV 

Una vez identificados los transcritos DAR en las neuronas glutamatérgicas 

vestibulares y las GABAérgicas del BO deficientes para Ndufs4, se procedió a 

analizar las vías moleculares subyacentes a la disfunción mitocondrial en cada 

subpoblación neuronal para facilitar la interpretación biológica de los 

resultados. Para ello, se realizó el análisis de ontología génica (GO) con la 

aplicación ClueGO (Shannon et al., 2003; Bindea et al., 2009), comentada 

Figura 26. Variabilidad en el patrón de asociación al ribosoma de los transcritos 

obtenidos por RNA-Seq entre la población neuronal glutamatérgica del NV y la 
población neuronal GABAérgica del BO deficientes para la subunidad mitocondrial 
NDUFS4. A) Análisis de los componentes principales en escala logarítmica que caracterizan el 

perfil traduccional de los ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT, Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO, 
Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT y Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO. Las muestras input representan el ARN 
total del NV (Vglut2_INPUT) o del BO (Gad2_INPUT) y las muestras IP, el ARNm asociado a 

ribosoma de las neuronas glutamatérgicas vestibulares (IP_Vglut2) o GABAérgicas del BO 
(IP_Gad2). Estos datos indicaron que el área cerebral y, en sucesión, el tipo de muestra son las 
variables principales que caracterizan dichas muestras. B) Matriz de correlación (Spearman) 

entre el perfil traduccional de las neuronas glutamatérgicas vestibulares y las neuronas 
GABAérgicas del BO deficientes para Ndufs4, exhibiendo una correlación prácticamente nula. 
Se representa en lila los transcritos DAR en los ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO, en verde los 

DAR en Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO y en amarillo aquellos transcritos DAR comunes en ambos 
grupos experimentales respecto sus correspondientes controles. C) Matriz de correlación 
(Pearson) para los transcritos DAR comunes entre las neuronas glutamatérgicas y 

GABAérgicas, anteriormente comentados en la Figura 25, demostrando una correlación 
significativamente negativa.    
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anteriormente. Los transcritos DAR para cada término significativamente 

enriquecido pueden consultarse en el Anexo 1.  

En primer lugar, el análisis ontológico de los transcritos DAR en las neuronas 

GABAérgicas del BO de los ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO reveló una robusta 

disminución de transcritos relacionados con el procesamiento del ARN, la 

traducción, la biogénesis ribosomal y el proteasoma (Figura 27A). Notablemente, 

observamos una marcada disminución de transcritos relacionados con la 

fosforilación oxidativa (Figura 27B). Asimismo, en este tipo celular se observó 

un robusto incremento en la asociación al ribosoma de ARNm relacionados con 

procesos de defensa del organismo en presencia de virus, mediada 

principalmente por la vía de interferón-alfa (Figura 27C), sugiriendo que la 

deficiencia mitocondrial podría activar los mecanismos celulares antivirales. 

Finalmente, la deficiencia del complejo I mitocondrial en las neuronas 

GABAérgicas del BO provocaría una desregulación en los niveles de asociación al 

ribosoma de transcritos relacionados con la neurotransmisión (Figura 27D). 
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Neuronas del bulbo olfatorio GAD2-positivas con deficiencia para Ndufs4 (P50)

A. Procesamiento ARN y proteínas

B. Oxidación fosforilativa

C. Respuesta antiviral                              D. Neurotransmisión

Figura 27. Análisis de ontología génica de los transcritos DAR en las neuronas 
GABAérgicas del BO de ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto a sus controles 
(Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT) a P50. Se muestran, en redes agrupadas funcionalmente, 
aquellos términos GO (proceso biológico, componente celular y función molecular) 
relacionados con los transcritos con asociación reducida (azul) o asociación incrementada 
(rojo) al ribosoma. En gris se muestran términos con transcritos con asociación de ambos tipos. 
A) Procesos relacionados con el procesamiento del ARN y proteínas. B) Procesos relacionados 
con la fosforilación oxidativa a nivel de actividad y estructural C) Procesos relacionados con 
respuesta de defensa del organismo. D) Procesos relacionados con la neurotransmisión 
sináptica. El tamaño de las esferas representa el rango de significación (pv) de los términos 
(n=3). CMH: Complejo mayor histocompatibilidad.  
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En segundo lugar, en los ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO a P50 se pudo 

observar una reducción de las vías involucradas en la regeneración de tejido y la 

regulación negativa de la gliogénesis. Asimismo, también observamos una 

disminución de los transcritos implicados en la respuesta a pH, estrechamente 

ligada a la función mitocondrial. Finalmente, los resultados mostraron un 

incremento de los procesos de unión al grupo alcohol, principalmente debido a 

un incremento de genes relacionados con la síntesis del colesterol. Esto podría 

explicarse por un incremento relativo de 3,2 veces respecto al grupo control del 

transcrito Star en el grupo experimental. Dicho transcrito codifica para una 

proteína (StAR: Steroidogenic Acute Regulatory Protein) de transporte que regula 

la transferencia de colesterol dentro de las mitocondrias, paso limitante en la 

síntesis de esteroides (Bahat et al., 2014). Contrariamente, observamos una 

disminución de la respuesta a la progesterona, dependiente en parte de la 

síntesis de neuroesteroides en mitocondria (Baulieu and Schumacher, 2000). 

Estos procesos podrían indicar aquellas alteraciones moleculares iniciales en la 

transición patológica de las neuronas glutamatérgicas vestibulares (Figura 28).  

 

 

 

Neuronas vestibulares VGLUT2-positivas con deficiencia para Ndufs4 (P50)

Figura 28. Análisis de ontología génica de los transcritos DAR en las neuronas 
glutamatérgicas vestibulares de ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto a sus 
controles (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) a P50. Se muestran, en una red agrupada 
funcionalmente, aquellos términos GO (proceso biológico, componente celular y función 
molecular) asociados a los transcritos con asociación reducida (azul) o asociación 
incrementada (rojo) al ribosoma. El tamaño de las esferas representa el rango de significación 
(pv) de los términos (n=3).  
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El mismo análisis de ontología génica se realizó para los transcritos DAR en un 

estado avanzado de la patología (P100) en la población neuronal glutamatérgica. 

En este caso, el perfil traduccional mostró una disminución de transcritos 

relacionados con la gliogénesis y, especialmente, con el desarrollo y morfología 

neuronal. Asimismo, también observamos a nivel de componente celular, una 

disminución en transcritos involucrados en la adhesión celular y del espacio 

extracelular, indicando una desregulación de la organización neuronal. Sin 

embargo, también observamos un incremento de transcritos relacionados con la 

proyección neuronal terminal, con la vía de señalización de neuropéptidos y con 

la segregación de catecolaminas, sugiriendo posibles vías de señalización 

neuronal activas pese a la deficiencia del complejo I mitocondrial (Figura 29A). 

Por otro lado, mientras la vía de regulación transcripcional del promotor para la 

ARN polimerasa II se mostraba reducida, los datos de secuenciación apuntaron 

a un incremento de la biogénesis ribosomal citosólica (Figura 29B), quizás 

resultado de una activación de la vía de mTOR (Mayer and Grummt, 2006). 

Finalmente, observamos una disminución de la actividad elongasa de los ácidos 

grasos, relacionada con la síntesis de Acil-coA en la mitocondria (Figura 29C).  
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Neuronas vestibulares VGLUT2-positivas con deficiencia para Ndufs4 (P100)

A. Neurotransmisión

B. Procesamiento ARN                                   C. Regulación ácidos 

grasos 

Figura 29. Análisis de ontología génica de los transcritos DAR en las neuronas 
glutamatérgicas vestibulares de ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto a sus 
controles (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) a P100. Se muestran, en redes agrupadas 
funcionalmente, aquellos términos GO (proceso biológico, componente celular y función 
molecular) relacionados con los transcritos con asociación reducida (azul) o asociación 
incrementada (rojo) al ribosoma. Los términos grises simbolizan categorías con transcritos 
DAR incrementados y reducidos. A) Procesos relacionados con la neurotransmisión a nivel 
estructural y de actividad. B) Procesos relacionados con el procesamiento del ARN y C) de los 
ácidos grasos. El tamaño de las esferas representa el rango de significación (pv) de los términos 
(n=3).  
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1.2.2.4. Análisis de las principales categorías funcionales 
enriquecidas en neuronas GABAérgicas del BO y 

glutamatérgicas del NV y afectadas por la deficiencia del 

complejo I mitocondrial.  

Los datos anteriormente descritos pusieron de manifiesto aquellos procesos 

funcionales alterados por la deficiencia mitocondrial en las neuronas 

GABAérgicas del BO o en las glutamatérgicas vestibulares. A nivel biológico, una 

de las cuestiones a resolver es qué vías moleculares dentro de las enriquecidas 

para estas poblaciones neuronales son más vulnerables que otros procesos a la 

deficiencia mitocondrial, indicando, quizás, alteraciones moleculares asociadas 

al tipo celular que puedan explicar parte de la susceptibilidad observada a la 

disfunción mitocondrial. Para solucionar esta cuestión se identificaron aquellos 

transcritos enriquecidos en condiciones fisiológicas en ambos tipos neuronales, 

los cuales probablemente definen las funciones específicas o más relevantes de 

estos tipos neuronales. Para ello, se identificaron aquellos transcritos asociados 

a ribosoma más enriquecidos (padj<0,05; FC>1) respecto a los transcritos 

expresados en las regiones de interés de cada grupo control para el estudio de la 

población neuronal GAD2- o VGLUT2-positiva (IPCT vs inputCT).  

En el caso de la población GAD2 se identificaron un total de 5.728 transcritos 

enriquecidos que fueron comparados con el listado de transcritos DAR 

(reducidos o incrementados) de los ratones Gad2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto 

a sus controles. El análisis de ontología génica, mediante la herramienta online 

WebGestalt, de los transcritos enriquecidos en este tipo celular y que se ven 

afectados por la deficiencia de Ndufs4 demostró que aquellos grupos funcionales 

más significativos (False Discovery Rate o FDR<0,05) podían relacionarse con la 

fosforilación oxidativa y con el procesamiento del ARN, siendo términos 

relacionados con transcritos DAR principalmente reducidos (Figura 30A). 

Por otro lado, en la población VGLUT2-positiva se realizó el mismo estudio 

basándose en los datos de RNA-Seq a P100, dado el potencial patológico de esta 
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etapa. Se identificaron un total de 4.541 transcritos enriquecidos en las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares en condiciones fisiológicas.  El análisis de ontología 

génica, mediante la herramienta online WebGestalt, de los transcritos 

enriquecidos en este tipo celular y que se ven afectados por la deficiencia de 

Ndufs4 demostró que aquellos grupos funcionales más significativos (False 

Discovery Rate o FDR<0,05) se relacionaban con el procesamiento del ARN, la 

neurotransmisión y la señalización neuropeptídica. En este caso, relacionados 

con transcritos DAR primariamente incrementados (Figura 30B).  

El conjunto de estos datos, junto con la correlación opuesta de los niveles de 

asociación al ribosoma de los transcritos DAR entre la población VGLUT2- y 

GAD2- positivas con deficiencia del complejo I mitocondrial (Figura 26), 

confirmó la presencia de perfiles traduccionales opuestos en poblaciones 

neuronales distintas con una misma mutación mitocondrial. En este sentido, el 

procesamiento del ARN sería un proceso relevante en ambas poblaciones, pero 

exhibiría una afectación opuesta a la disfunción mitocondrial en cada tipo 

neuronal. Adicionalmente, la vía de señalización por neuropéptidos en las 

neuronas glutamatérgicas y la fosforilación oxidativa en las GABAérgicas serían 

procesos enriquecidos a nivel fisiológico altamente susceptibles a la deficiencia 

de NDUFS4. Notablemente, la respuesta de defensa a virus incrementada en la 

población GABAérgica del BO debido a la deficiencia de NDUFS4, podría estar 

sujeta a una respuesta inducida de novo.  
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Figura 30. Categorías funcionales enriquecidas en neuronas GABAérgicas del BO o 
glutamatérgicas vestibulares (NV) que se encuentran alteradas por la deficiencia del 
complejo I mitocondrial. A) Análisis de ontología génica (Proceso biológico) de los 
transcritos comunes mostrados en el Diagrama de Venn, en el que se muestra el número de 
transcritos DAR (Incrementado o reducido) en las neuronas GABAérgicas del BO con 
deficiencia para NDUFS4 comunes con los enriquecidos en esta misma población respecto al 
total de transcritos del BO en el grupo Gad2:RiboTag:Ndufs4cCT (n=3). B) Análisis de ontología 
génica (Proceso biológico) de los transcritos comunes mostrados en el Diagrama de Venn, en 
el que se muestra el número de transcritos DAR (Incrementado o reducido) en las neuronas 
glutamatérgicas del NV con deficiencia para NDUFS4 comunes con los enriquecidos en esta 
misma población respecto al total de transcritos del NV en el grupo Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT 
(n=3). FDR: False Discovery Rate; FC: Fold Change o cambio relativo.  
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1.3. Validación de las categorías biológicas potencialmente 

sobrerrepresentadas por la deficiencia de complejo I mitocondrial 
en las neuronas glutamatérgicas vestibulares  

La confirmación de los procesos identificados por RNA-Seq alterados en las 

neuronas VGLUT2 del NV por la deficiencia de NDUFS4 es especialmente 

relevante teniendo en cuenta que el fenotipo de los ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO recapitula fehacientemente una parte importante de 

los signos clínicos característicos del SL (Bolea et al., 2019). Específicamente, los 

problemas respiratorios que padecen estos ratones se asemejan a los descritos 

en estos pacientes, siendo en la mayoría de los casos la primera causa de muerte 

en humanos (Sofou et al., 2014). Asimismo, cabe tener en cuenta que la 

reexpresión de Ndufs4 únicamente en el NV de ratones Ndufs4KO es suficiente 

para extender la supervivencia de estos animales y mejorar los problemas 

respiratorios (Quintana et al., 2012b), destacando la relevancia de esta región 

cerebral en la progresión de la enfermedad. En consecuencia, los resultados aquí 

descritos sobre las vías moleculares que gobiernan el perfil traduccional de las 

neuronas glutamatérgicas vestibulares deficientes para NDUFS4 suponen una 

oportunidad para elucidar posibles dianas terapéuticas. En este sentido, se ha 

procedido a validar, utilizando otras aproximaciones experimentales, los 

resultados obtenidos del análisis bioinformático para las principales categorías 

biológicas enriquecidas en los ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO en la fase 

clínica severa del modelo (P100). 

 

1.3.1. Inducción de la vía de señalización de neuropéptidos en las 

neuronas glutamatérgicas vestibulares con deficiencia del 

complejo I mitocondrial 

El análisis por RNA-Seq de los transcritos asociados a los ribosomas citosólicos 

de las neuronas VGLUT2-positivas del NV deficientes para NDUFS4 en ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO en estado patológico avanzado (P100) reveló un 

incremento de la actividad neuropeptídica evidenciada por un incremento en la 

asociación al ribosoma de los transcritos Adcyap1, Cartpt, Grp, Npy, Nts, Pdyn, Sst, 
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Tac1, Penk y Ecel1 (Figura 31A). Este incremento se confirmó por qRT-PCR 

utilizando sondas y cebadores específicos para los transcritos Adcyap1, Sst y Npy 

en las muestras IP de ensayos RiboTag en el NV de ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO y su respectivos controles 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a P100 (Figura 31B). Igualmente, para el transcrito 

Adcyap1, cuya asociación diferencial mostraba la mayor significación estadística, 

se evaluó por esta misma técnica los niveles de expresión en el conjunto del ARN 

del NV utilizando las muestras input de ensayos RiboTag en ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO y Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT. Este análisis reveló 

que la inducción de PACAP (PACAP: Pituitary adenylate cyclase-activating 

peptide, neuropéptido codificado por el transcrito Adcyap1) tenía lugar 

específicamente en las neuronas VGLUT2 (Figura 31C). Para evaluar si la 

inducción de PACAP podía ser resultado de un incremento en los niveles basales 

de una subpoblación de neuronas glutamatérgicas con expresión fisiológica de 

Adcyap1 o era una inducción de novo, se realizó primero un análisis de los 

transcritos enriquecidos en la neuronas VGLUT2 en animales control. El análisis 

de los datos de RNA-Seq de las muestras IP respecto a sus inputs en ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a P100 (Figura 31D) identificó los transcritos 

específicos o enriquecidos en las neuronas glutamatérgicas respecto a los otros 

tipos celulares del NV. Según este análisis, el transcrito Adcyap1 se encuentra 

aproximadamente enriquecido dos veces en la población neuronal VGLUT2 

(Slc17a6). Asimismo, la realización de un ensayo de hibridación in situ con 

sondas específicas para Slc17a6 y Adcyap1 en cortes coronales del NV de 

animales Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a P100 confirmó la co-expresión de ambos 

transcritos a nivel fisiológico a lo largo del NV medial (Figura 31E), incluyendo 

el área parvocelular (próxima al cuarto ventrículo) y magnocelular (cercana al 

área con mayor neuroinflamación en el ratón Ndufs4KO). La mayoría de células 

Adcyap1-positivas presentaron marcaje para Slc17a6. Estos datos sugirieron que 

la inducción de PACAP podía fácilmente ser el reflejo de un incremento de los 

niveles fisiológicos en respuesta a la disfunción del complejo I mitocondrial.  
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Figura 31. Validación de la inducción de PACAP (Adcyap1) y otros neuropéptidos en las 
neuronas glutamatérgicas vestibulares con deficiencia de complejo I mitocondrial en 
ratones experimentales en comparación a los controles a P100. A) Volcano plot de los 
transcritos DAR (incrementados) en las IP de ensayos RiboTag en el NV de ratones 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto a sus controles (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) a P100. 
Cada transcrito se simboliza con un punto, siendo los rojos aquellos relacionados con 
neuropéptidos. padj: p ajustado; Fold Change: cambio relativo. B) Validación por qRT-PCR de 
los cambios en los niveles de Adcyap1, Sst y Npy en las IP del ensayo RiboTag de ratones 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto a sus controles (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) a P100. Los 
datos representan la media ± SEM analizada por el test estadístico t-student (Adcyap1 y Npy) 
o Mann-Whitney (Sst) (n=3-5, *p<0,05, **p<0,01). C) Cambio de expresión relativo de Adcyap1 
analizado por qRT-PCR en muestras input de ensayos RiboTag en ratones 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto a sus controles (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) a P100. Los 
datos se representan como la media ± SEM analizada por el test estadístico t-student (n=3). D) 
Volcano plot donde se muestran los transcritos enriquecidos en las neuronas glutamatérgicas 
vestibulares (IP) respecto al total del ARN del NV  (input) en ensayos RiboTag de ratones 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a P100.  Los transcritos Slc17a6 y Adcyap1 se muestran en azul. E) 
Hibridación in situ en el NV medial utilizando sondas específicas para Slc17a6 y Adcyap1 en 
ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT. Las flechas señalan la coexpresión de ambos transcritos 
en la misma población neuronal (n=3, Escala: 50µm). F) Listado de transcritos inducidos en las 
neuronas glutamatérgicas vestibulares por la deficiencia de NDUFS4 y potencialmente 
regulados por el factor de transcripción Atf3, también inducido en dicha población neuronal 
según el análisis por RNA-Seq de los ensayos RiboTag en ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO 
y Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a P100 .  
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Finalmente, con el fin de establecer los posibles mecanismos moleculares 

subyacentes a la sobreexpresión de PACAP y de los otros neuropéptidos 

relacionados con el incremento de actividad neuropeptídica en neuronas 

VGLUT2 por la deficiencia de NDUFS4, se analizaron todos aquellos  transcritos 

DAR con asociación incrementada al ribosoma debida a la disfunción del 

complejo I mitocondrial en las neuronas glutamatérgicas a P100 con la 

herramienta iRegulon (Janky et al., 2014), la cual permite identificar la red 

reguladora transcripcional subyacente a un conjunto de genes. Esta 

aproximación identificó distintos factores de transcripción candidatos para la 

regulación de la expresión de Adcyap1 entre otros. Entre el listado resultante, 

destacó el factor Atf3, el cual según el análisis de los datos de RNA-Seq resultó 

ser el único factor de transcripción del listado cuyo transcrito mostró un 

incremento significativo en la asociación al ribosoma de las neuronas VGLUT2 

por la deficiencia de NDUFS4 tanto en estado temprano (P50) como tardío 

(P100) de la enfermedad en animales Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO. Asimismo, 

este factor es capaz de regular la expresión de otros neuropéptidos o factores 

reguladores de la actividad neuropeptídica como la Sustancia P (Tac1), el 

Neuropéptido Y (Npy) o la enzima convertidora de endotelina tipo-I (Ecel1) 

(Figura 31F), señalando una potencial vía de investigación en la regulación de la 

vía de señalización de neuropéptidos en el contexto de enfermedad mitocondrial.  

Cabe tener en cuenta que los transcritos con expresión diferencial debida a la 

deficiencia del complejo I mitocondrial en las neuronas glutamatérgicas a P100 

reflejan el perfil traduccional en un estado avanzado de la enfermedad, en el que 

probablemente la población neuronal analizada se haya reducido debido a la 

muerte neuronal de subpoblaciones específicas, tal y como se sugirió en 

Quintana et al., 2010. En este sentido, el análisis proteico por Western blot de los 

niveles de RPL22·HA normalizados por β-actina, como reflejo del número de 

neuronas VGLUT2, en animales Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO y 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a P100 reveló aproximadamente la mitad de 

Rpl22·HA en el grupo experimental en comparación al grupo control               
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(Figura 32A). Igualmente, la cuantificación del número de células HA-positivas 

(VGLUT2-positivas) detectadas por inmunofluorescencia en el NV de animales 

experimentales confirmó la presencia de aproximadamente un 50% menos de 

células con marcaje para HA en comparación a los controles (Figura 32B-C). Así 

mismo, se pudo observar in situ que el área que presentaba una mayor 

astrogliosis en los ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO (la zona magnocelular del 

NV medial) exhibía una menor densidad de células HA-positivas que el grupo 

control. En consecuencia, el posible incremento en la actividad neuropeptídica 

detectada por la deficiencia de NDUFS4 en las neuronas VGLUT2 tiene lugar en 

las células glutamatérgicas supervivientes, probablemente del área parvocelular, 

indicando un posible factor de resistencia neuronal a la falta de NDUFS4.  
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Figura 32. Análisis del nivel de muerte de neuronas VGLUT2 en el NV de ratones con 
deficiencia de complejo I mitocondrial en este mismo tipo celular. A) Análisis por Western 
blot de los niveles de RPL22·HA (HA) y β-Actina en lisados de NV de ratones 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto a sus controles (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) a P100. Los 
niveles de β-Actina se utilizaron como control de carga y para la normalización de los valores 
de RPL22·HA. Se representan los datos como la media ± SEM analizados por el test estadístico 
t-student (n=3, *p<0,05). B) Análisis por inmunofluorescencia del número y localización de 
células positivas para RPL22·HA (HA) y GFAP en el NV de ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO 
y Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a P100. RPL22·HA se utilizó como marcador de neuronas 
VGLUT2. GFAP se utilizó como marcador de astrocitos. Escala: 500µm. C) Cuantificación del 
número de células positivas para RPL22·HA (HA) en el NV de animales 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO y Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT a P100 detectadas por 
inmunofluorescencia (panel B). Los datos están representados como la media ± SEM analizado 
por t-student (n=3, ***p<0,001).  
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1.3.2. Comprobación de la activación de la biogénesis ribosomal en 

las neuronas glutamatérgicas vestibulares con deficiencia de 
complejo I mitocondrial 

Los datos de secuenciación masiva de las neuronas glutamatérgicas vestibulares 

deficientes para NDUFS4 mostraron un incremento de múltiples transcritos 

relacionados con la biogénesis ribosomal a P100 (Rpl41, Rpl28, Rpl37a, Rpl37, 

Rpl12, Rps7, Rps3a1, Rpl36a, Rpl17, Rpl3, Rpl19, Rpl30, Rpl26, Rps12, Rps24, 

Rps20, Rps12, Mcts1, Rpl11, Fau, Rps28, Rprm, Rps8) (Figura 33A). Datos que 

fueron posteriormente confirmados por qRT-PCR utilizando sondas y cebadores 

específicos para los transcritos Rpl41, Rpl37 y Rpl28 (Figura 33B).  

 

La biogénesis ribosomal está altamente regulada por la vía de señalización de 

nutrientes de la proteína quinasa mTOR, a nivel de transcripción, procesamiento 

de los ARNr y traducción de las distintas subunidades (Mayer and Grummt, 

Figura 33. Confirmación del enriquecimiento de transcritos asociados al ribosoma 

relacionados con la biogénesis ribosomal citosólica como un proceso inducido por la 
deficiencia de NDUFS4 en las neuronas glutamatérgicas vestibulares. A) Volcano plot de 
los transcritos DAR (incrementados) en las IP de ensayos RiboTag en el NV de ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto a sus controles (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) a P100. 
Cada transcrito se simboliza con un punto, siendo los rojos aquellos relacionados con la 
biogénesis ribosomal. padj: p ajustado; Fold Change: cambio relativo. B) Validación por qRT-

PCR del cambio relativo en los niveles de Rpl41, Rpl37 y Rpl28 en las IP de ratones 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO respecto a sus controles (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) a P100. Los 
datos representan la media ± SEM analizada por el test estadístico t-student (n=3-5, *p<0,05, 

**p<0,01).  
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2006). Concretamente, se ha sugerido que el complejo I de mTOR (mTORC1) 

podría regular la transcripción de ciertas subunidades ribosomales y del ARNr, 

a través de la fosforilación de las polimerasas I, II y III (Iadevaia et al., 2014). En 

este sentido, el aumento en la asociación al ribosoma de transcritos relacionados 

con la biogénesis ribosomal podría reflejar la activación de la vía de mTORC1, 

que además de controlar la síntesis de ribosomas, activaría la traducción 

(Laplante and Sabatini, 2009).  

De manera notable, la inhibición de la vía de mTORC1, por administración diaria 

de rapamicina en ratones Ndufs4KO, es capaz de prolongar la supervivencia y 

mejorar el fenotipo patológico de este animal (Johnson et al., 2013), sugiriendo 

que la activación (o sobre-activación) de la vía de mTOR sería perjudicial en caso 

de la deficiencia del complejo I mitocondrial. Teniendo en cuenta estos datos, y 

con el objetivo de determinar si la inducción de la biogénesis ribosomal por 

deficiencia de NDUFS4 en las neuronas glutamatérgicas vestibulares es un reflejo 

de la activación de la vía de mTOR, se analizó, por Western blot, el nivel de 

fosforilación de la proteína ribosomal S6 (RPS6) en los ribosomas de estas 

neuronas (Figura 34). Esta proteína es fosforilada en residuos específicos por la 

quinasa S6K1, activada por mTORC1. A pesar de que no está bien definida la 

función exacta de dicha modificación postraduccional, el nivel de fosforilación de 

RPS6 es considerado clásicamente como un marcador directo de actividad 

neuronal y de activación de la vía de mTOR (Biever et al., 2015). Así pues, se 

cuantificaron los niveles de fosforilación de RPS6 (pS6), y se normalizaron por 

los niveles totales de RPS6 (S6) en lisados de NV (muestras input; Figura 34A) y 

en los ribosomas de las neuronas glutamatérgicas vestibulares (muestras IP; 

Figura 34B) de ensayos RiboTag en ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO y sus 

respectivos controles. Concretamente, se analizó la fosforilación en varios 

residuos de serina (Ser) de la proteína RPS6, los cuales se ha sugerido sufren la 

fosforilación de manera secuencial, en función del grado de activación neuronal. 

En primer lugar, se produciría la fosforilación en las Serinas 235 y 236 

(detectadas por el anticuerpo fosfo-específico anti-Ser235/236) y, en segundo lugar, 
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en las serinas 240 y 244 (detectadas por el anticuerpo fosfo-específico anti-

Ser240/244). Esta última sería un indicador más robusto de activación neuronal 

(Knight et al., 2012). Contrariamente a lo esperado, el nivel de fosforilación en 

estos residuos, tanto en el área del NV como en las neuronas glutamatérgicas 

vestibulares, indicó niveles sin diferencias estadísticamente significativas al 

grupo control. De manera interesante, el nivel de activación neuronal analizado 

por el nivel de fosforilación de estos residuos sugeriría un grado de activación 

inferior en comparación al grupo control.  

 

 

Figura 34. Estudio de la fosforilación de la proteína ribosomal RPS6 en ensayos RiboTag 
de ratones Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO y sus respectivos controles. Análisis por Western 

blot de los niveles de fosforilación de RPS6 (pS6) en los residuos Ser235/236 y Ser240/244 y de los 
niveles totales de RPS6 (S6) en (A) lisados de NV (inputs de ensayos RiboTag) o (B) ribosomas 
de neuronas glutamatérgicas del NV (IP de ensayos RiboTag) en los ratones experimentales 
(Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO) y sus respectivos controles (Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT) a P100. 
En la parte inferior de cada gel, se muestra la cuantificación de los niveles de pS6 normalizados 
por la cantidad total de S6 como las medias ± SEM analizados por el test estadístico t-student 
(n=3).  
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Asimismo, el análisis in situ por inmunofluorescencia para pS6 y HA (como 

marcador de neuronas VGLUT2) en cortes coronales del NV de ratones 

Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO y Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT mostró una pérdida de 

neuronas positivas para pS6 acompañada de una disminución en el número de 

células con marcaje para HA (Figura 35), sugiriendo que el incremento de la 

biogénesis ribosomal a nivel de transcrito observado en las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares no derivaría de una activación de la vía de mTOR, 

al menos no reflejo de la fosforilación de RPS6. No obstante, es interesante 

destacar que en este mismo ensayo se detectó una población VGLUT de gran 

tamaño con altos niveles basales de pS6, especialmente susceptible a la 

deficiencia de NDUFS4, sugiriendo que la actividad de mTOR por esta vía (pS6) 

sí podría ser perjudicial en caso de disfunción mitocondrial.  
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Figura 35. Análisis in situ de los niveles de pS6 en el NV de ratones deficientes para 
NDUFS4 en neuronas VGLUT2 y sus respectivos controles. Análisis por 
inmunofluorescencia del marcaje para pS6 (Ser235/236) y RPL22·HA (HA) en secciones 
coronales del NV de ratones controles Vglut2:RiboTag:Ndufs4cCT y experimentales 
Vglut2:RiboTag:Ndufs4cKO a P100. El marcaje con DAPI se utilizó como contraste nuclear. Las 
flechas señalan aquellas células HA-positivas de gran tamaño con altos niveles basales de pS6 
presentes en el grupo control que disminuyen en número en el grupo experimental en etapa 
patológica severa (n=3). Escala: 500µm. 
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2. Desarrollo y validación de un método para el aislamiento de transcritos 

asociados al ribosoma mitocondrial de tipos celulares específicos  

La comunicación entre el genoma nuclear y el mitocondrial es esencial para el 

mantenimiento de la homeostasis celular. Cambios en la regulación 

transcripcional de uno tienen un impacto directo en la del otro y viceversa 

(Quirós et al., 2016; Mottis et al., 2019). Asimismo, estos cambios son 

especialmente sensibles a cambios del contexto ambiental y celular (Dubinsky, 

2009; Vafai and Mootha, 2012). Por tanto, en el caso de deficiencia mitocondrial 

es especialmente relevante entender, con resolución celular y temporal, ambos 

perfiles transcripcionales para poder elucidar posibles dianas terapéuticas. En 

este sentido, y como se ha comentado anteriormente, a diferencia de las 

herramientas para el análisis del ARNm asociado a ribosoma citosólico de tipos 

celulares específicos, actualmente no existen herramientas para analizar el 

traductoma mitocondrial a este nivel. Con el objetivo de superar dicha limitación, 

en esta tesis doctoral se ha diseñado, desarrollado y validado un vector viral 

adenoasociado (AAV-DIO-MitoRiboTag) que introduce, de manera Cre-

dependiente, una marca genética en el ribosoma mitocondrial que permite el 

aislamiento de los transcritos asociados en tipos celulares genéticamente 

definidos. 

 

2.1. Diseño y generación de la herramienta MitoRiboTag 

El vector viral AAV-DIO-MitoRiboTag codifica para una proteína de la subunidad 

mayor del ribosoma mitocondrial (MRPL44) fusionada a la proteína fluorescente 

eYFP (enhanced Yellow Fluorescent Protein). Esta secuencia se encuentra 

invertida entre dos secuencias lox y solo se expresa en presencia de la 

recombinasa Cre (tecnología DIO, Sohal et al., 2009), permitiendo la reversión de 

la secuencia MRPL44·eYFP (Figura 36A). Gracias al promotor de EF1a 

(elongation factor 1α), al factor de regulación postranscripcional WPRE 

(Woodchuck Hepatitis post-transcriptional regulatory element) y a la secuencia 

de poliadenilación hGH (Human growth hormone)-poli(A), codificadas dentro del 
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mismo constructo (Powell and Rivera-Soto, 2015), se promueve la transcripción, 

estabilización y traducción, respectivamente, de la proteína de fusión 

MRPL44·eYFP que acabará incorporándose en la subunidad mayor del ribosoma 

mitocondrial del tipo celular genéticamente definido (Figura 36B).  

 

Una vez obtenido dicho constructo, éste fue encapsulado en un vector viral 

adenoasociado de serotipo 1 (AAV1). Este serotipo transduce principalmente 

neuronas, tanto en cultivo celular como in vivo, en menor medida también se ha 

detectado tropismo por otros tipos celulares, como la astroglía (Castle et al., 

2016). No obstante, la expresión de la proteína MRPL44·eYFP es dependiente de 

la expresión de la recombinasa Cre, restringiendo su expresión al tipo celular de 

interés. Una vez expresado, la herramienta MitoRiboTag permite la 

inmunoprecipitación del ribosoma mitocondrial con marcaje eYFP y de los 

transcritos asociados mediante la incubación con un anticuerpo α-GFP (Green 

Fluorescent Protein). La proteína eYFP es una variante de GFP (Rekas et al., 2002) 

y el anticuerpo contra esta última presenta reacción cruzada contra eYFP, lo que 

permite su uso para la inmunoprecipitación de los ribosomas mitocondriales 

marcados con eYFP. De forma análoga a la metodología RiboTag, 

consecutivamente a la inmunoprecipitación de los ribosomas mitocondriales de 

Figura 36. Diseño del vector viral AAV-DIO-MitoRiboTag. A) Representación esquemática 
del constructo MitoRiboTag y del proceso de recombinación en presencia de la recombinasa 

Cre (lila). B) Representación del ribosoma mitocondrial en el que se señala la localización de la 
proteína MRPL44·eYFP.  
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interés, se puede aislar el ARNm codificado en el ADNmt o mt-ARNm asociado, 

permitiendo el análisis posterior del traductoma mitocondrial (Figura 37).  

 

 

 

 

Figura 37. Estrategia MitoRiboTag para la inmunoprecipitación de los ARNm asociados 
a ribosoma mitocondrial con resolución de tipo celular específica. El AAV-DIO-

MitoRiboTag puede transducir células tanto in vivo como in vitro. Tras su expresión, se procede 
a la inmunoprecipitación ribosoma mitocondrial (pasos 2-5) y al análisis de los transcritos 
asociados (paso 6). Durante el proceso, se obtienen dos muestras. La primera representa un 

10% del ARN total del homogenado inicial (input del ensayo) y la muestra inmunoprecipitada 
(IP), que contiene el ARNm asociado al ribosoma mitocondrial del tipo celular de interés. MME: 
membrana mitocondrial externa, MMI: membrana mitocondrial interna. 
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2.2. Validación en cultivo celular de la técnica MitoRiboTag 

Con el propósito de validar la Cre-dependencia en la expresión del vector viral 

AAV-DIO-MitoRiboTag, se transdujeron las células HEK293T con dicho vector 

viral y un vector viral codificante para la recombinasa Cre.  

El análisis proteico por Western blot con el anticuerpo α-GFP y α-MRPL44 

determinó que la expresión de la proteína fusión MRPL44·eYFP en las células 

HEK293T se producía únicamente en aquellas células transducidas con el vector 

viral codificante para la recombinasa Cre (AAV-CreEGFP) (Figura 38A), 

demostrando que la expresión del vector viral AAV-DIO-MitoRiboTag es Cre-

dependiente. Este mismo análisis permitió observar la coexistencia de la 

proteína wild type MRPL44 junto a la proteína fusión MRPL44·eYFP. Mientras 

que la proteína wild type presentaba un peso molecular alrededor de 42kDa de 

acuerdo con lo esperado, la proteína MRPL44·eYFP presentaba un peso 

molecular superior alrededor de los 60kDa, en consonancia con la adición de la 

proteína eYFP. Por otro lado, la coexistencia de ambas proteínas indicó que la 

expresión del vector viral o su simple presencia no parece impactar en la 

expresión del gen endógeno y su procesamiento. No obstante, esto podría 

implicar una posible competencia entre ambas proteínas en la incorporación 

final en el ribosoma mitocondrial. 

Por otro lado, el ensayo por inmunofluorescencia (Figura 38B) con el anticuerpo 

α-GFP (marcador de la expresión del AAV-DIO-MitoRiboTag) en células 

transducidas con el AAV-DIO-MitoRiboTag y AAV-Cre (codificante para la 

recombinasa Cre) permitió la visualización de la proteína MRPL44·eYFP (GFP) 

en cultivo celular y demostró su localización en la mitocondria mediante co-

marcaje con el anticuerpo anti-TOM20 (marcador de la membrana externa 

mitocondrial). 

A continuación, con la finalidad de validar la capacidad de aislar el mt-ARNm 

asociado al ribosoma mitocondrial a través de la inmunoprecipitación de 

MRPL44·eYFP, se realizó la incubación con anti-GFP y la posterior extracción del 
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ARN de igual modo que con la herramienta RiboTag (Sanz et al., 2009). El análisis 

de las especies de ARNr presentes en el ARN total aislado mostró que mientras 

las muestras input del ensayo MitoRiboTag contenían principalmente ARNr de 

origen citosólico (28s y 18s), la muestra IP del mismo ensayo presentaba 

mayoritariamente ARNr de origen mitocondrial (16s y 12s), únicamente 

obtenido en presencia de la recombinasa Cre. Adicionalmente, se verificó la 

obtención de un ARN integro, sin productos de degradación, siendo apto para 

análisis posteriores (Figura 38C). Así, se comprobó por qRT-PCR que el mt-

ARNm inmunoprecipitado estaba enriquecido para los transcritos codificados en 

el genoma mitocondrial MTND2 y MTATP6 en comparación a su input (Figura 

38D). El conjunto de estos resultados expuso que, de manera Cre-dependiente, 

la expresión del constructo MitoRiboTag in vitro permite la incorporación de la 

proteína de fusión MRPL44·eYFP en el ribosoma mitocondrial, incluso en 

competencia con la proteína MRPL44 endógena, y la posterior 

inmunoprecipitación de los transcritos asociados.  
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Figura 38. Caracterización de la expresión del vector viral MitoRiboTag en cultivo 

celular. A) Análisis por Western blot para las proteínas GFP y MRPL44 en cultivos de células 
HEK293T transducidas con/sin AAV-MitoRiboTag y con/sin AAV-CreEGFP. B) 
Inmunofluorescencia para GFP (MitoRiboTag) y TOM20 (proteína de la membrana externa 

mitocondrial) en cultivo de HEK293T transducido con AAV-DIO-MitoRiboTag y AAV-Cre. Las 
flechas indican la co-localización mitocondrial de MRPL44·eYFP con TOM20. Escala: 20µm. C) 
Análisis de las especies de ARNr y su integridad en las muestras input e IP de ensayos 

MitoRiboTag en cultivos de células HEK293T transducidas con el vector viral MitoRiboTag en 
presencia (+) o ausencia (-) de la recombinasa Cre (AAV-Cre). D) Análisis por qRT-PCR de los 
niveles de los transcritos MTND2 y MTATP6 en las muestras IP respecto sus inputs en cultivos 

de células HEK293T transducidas con AAV-MitoRiboTag con/sin AAV-Cre. Se representan las 
medias ± SEM analizadas con la prueba t-student comparando las muestras IP respecto sus 
input (n=2, *p<0,05).   
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Adicionalmente, con el fin de optimizar los valores de enriquecimiento 

anteriormente expuestos se tuvo en cuenta dos características diferenciales 

entre la estrategia RiboTag y la MitoRiboTag. En primer lugar, el ribosoma 

mitocondrial se encuentra encapsulado dentro de la mitocondria asociado a la 

membrana interna, añadiendo una barrera adicional para su aislamiento en 

comparación al ribosoma citosólico. En este sentido, el detergente no iónico 

digitonina ha demostrado tener una buena capacidad de permeabilización de las 

dos membranas mitocondriales en concentraciones superiores al 0,2% 

(peso/volumen) (Leister and Herrmann, 2007). Esto permitiría una liberación 

del ribosoma mitocondrial, evitando la contaminación de otras proteínas 

asociadas a membrana (Busch et al., 2019). En segundo lugar, el tampón de 

homogenización para aislar el ribosoma citosólico contiene cicloheximida, un 

compuesto capaz de bloquear la traducción citosólica pero no la mitocondrial. A 

este respecto, el cloranfenicol es un antibiótico capaz de bloquear la síntesis 

proteica bacteriana de manera reversible, así como la mitocondrial, sin provocar 

la degradación del complejo ribosomal y evitando un potencial run-off ribosomal 

(avance del ribosoma activo) con la consecuente pérdida de transcritos 

asociados (Richter et al., 2013). 

Así pues, se introdujo un 0,5% (peso/volumen) de digitonina en el tampón de 

homogenización inicial y un 0,1% en los lavados finales, con el propósito de 

permeabilizar la membrana mitocondrial. Asimismo, también se introdujo        

100 µg/ml de cloranfenicol con el fin de evaluar su efecto sobre el 

enriquecimiento de los transcritos inmunoprecipitados (mt-ARNm) en los 

ensayos MitoRiboTag. Igualmente, en todos los ensayos MitoRiboTag se mantuvo 

el uso de la cicloheximida en el tampón con el fin de poder combinar las 

herramientas RiboTag y MitoRiboTag en un mismo homogenado. Ambas 

variables, digitonina y cloranfenicol, fueron evaluadas en cultivo celular, por 

separado y en combinación. Los valores de enriquecimiento en los ensayos 

MitoRiboTag demostraron que el uso de la digitonina permitía obtener un 

enriquecimiento mayor para MTND2 y MTATP6 (mt-ARNm) en las muestras IP 
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respecto a sus inputs (Figura 39). En paralelo, se evaluó la presencia/ausencia de 

cloranfenicol con la digitonina, que introdujo una mayor variabilidad 

interindividual en los resultados obtenidos y, en cualquier caso, no demostró una 

mejora adicional al uso de la digitonina por si sola (Figura 39). Esto podría 

explicarse por la disrupción mecánica del entorno del complejo del ribosoma 

mitocondrial durante la homogenización, que produciría una parada inmediata 

de la síntesis proteica que evita el run-off ribosomal,  lo cual explicaría la falta de 

efecto de la adición de cloranfenicol en la mejora del enriquecimiento para los 

transcritos mitocondriales.  

 

  

2.3. Aplicabilidad de la tecnología MitoRiboTag en tejidos complejos in 

vivo 

Una vez verificadas la dependencia a la recombinasa Cre, la localización 

mitocondrial y la utilidad para el aislamiento de transcritos asociados al 

ribosoma mitocondrial (mt-ARNm) del vector viral AAV-DIO-MitoRiboTag en 

cultivo celular, se determinó su eficiencia in vivo. Para ello, se inyectó el vector 

viral bilateralmente en el NV de ratones Vglut2:Ndufs4cCT. Estos animales 

Figura 39. Optimización del tampón de homogenizado para la inmunoprecipitación de 
los ribosomas mitocondriales de interés mediante la tecnología MitoRiboTag en cultivo 
celular de células HEK293T. Análisis del enriquecimiento obtenido por qRT-PCR de los 
transcritos MTND2 y MTATP6 de muestras inmunoprecipitadas relativas a su input por el 
método MitoRiboTag con digitonina (D±) y/o cloranfenicol (C±). Se representan las medias ± 
SEM analizadas por la prueba t-student comparando cada condición con el grupo D-C- (n=2, 
*p-valor<0,05).  
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expresan la recombinasa Cre bajo el promotor de Slc17a6 (VGLUT2) y son 

heterocigotos para Ndufs4 (Slc17a6Cre:Ndufs4Δ/+). Después de un mínimo de dos 

semanas para permitir la expresión del constructo y la disminución de los 

procesos inflamatorios causados por la cirugía estereotáxica y el propio AAV 

(Mastakov et al., 2002; Armstrong and Tasker, 2014), se confirmó su expresión 

en las neuronas glutamatérgicas por inmunofluorescencia e hibridación in situ. 

El análisis por inmunofluorescencia con un anticuerpo α-GFP demostró la 

expresión proteica del constructo en el área del NV (Figura 40A), mostrando un 

marcaje consistente con la presencia de la proteína MRPL44·eYFP a nivel 

neuronal (Figura 40B). No obstante, para demostrar que la expresión se producía 

únicamente en las neuronas glutamatérgicas (VGLUT2), se realizó un ensayo de 

hibridación in situ de doble marcaje con sondas específicas para eYFP y Slc17a6, 

como marcadores para el constructo MitoRiboTag y de neuronas 

glutamatérgicas, respectivamente. Este ensayo confirmó que la expresión del 

transcrito Mrpl44·eYFP se restringía en aquellas células con expresión de 

Slc17a6, confirmando la dependencia para la recombinasa Cre del transgén. A 

diferencia de un animal transgénico, la transducción del vector viral 

MitoRiboTag induce el marcaje del ribosoma mitocondrial con restricción 

anatómica-temporal, evitando la recombinación indeseada debida a la expresión 

transitoria de la recombinasa Cre en diferentes fases del desarrollo (Song and 

Palmiter, 2018; Luo et al., 2020; Stifter and Greter, 2020).   
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Una vez comprobada la expresión in vivo del constructo MitoRiboTag, se 

procedió a evaluar la eficiencia de la inmunoprecipitación del ribosoma 

mitocondrial·eYFP y el aislamiento del mt-ARNm asociado a este. Siguiendo con 

los resultados obtenidos en cultivo celular, se evaluó también in vivo el efecto de 

la digitonina en el tampón de homogenización para los ensayos MitoRiboTag en 

ratones Vglut:Ndufs4cCT. De nuevo, la comparativa entre el enriquecimiento en 

las muestras IP respecto a sus inputs para el transcrito Nd2 con digitonina 

demostró un incremento significativo en comparación a los ensayos sin 

digitonina (Figura 41A).  

DAPI Slc17a6 DAPI eYFP Merge

DAPI GFPGFPA B

C

Figura 40. Expresión del vector viral AAV-DIO-MitoRiboTag in vivo en ratones 
Vglut2:Ndufs4cCT. A) Análisis por inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-GFP en cortes 
coronales de ratones Vglut2:Ndufs4cCT transducidos con el vector viral AAV-DIO-MitoRiboTag 
de manera bilateral en el NV (n=3). Escala: 1mm. B) Magnificación del panel A (NV) con marcaje 
nuclear por DAPI y GFP (ribosomas mitocondriales con marcaje eYFP). Las flechas indican 
neuronas individuales con expresión del vector viral AAV-DIO-MitoRiboTag. Escala: 100µm. C) 
Hibridación in situ con las sondas para Slc17a6 (marcador glutamatérgico) y eYFP (marcaje para 
MitoRiboTag) en cortes coronales del NV en ratones Vglut2:Ndufs4cCT transducidos con el 
vector viral MitoRiboTag (n=3). Escala: 20µm. Las flechas señalan aquellas células con co-
hibridación de ambas sondas.  
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Figura 41. Análisis de la eficiencia de la metodología MitoRiboTag in vivo.  A) Análisis por 
qRT-PCR del enriquecimiento para el transcrito Nd2 en muestras inmunoprecipitadas (IP) 
respecto a sus inputs en ensayos MitoRiboTag con un tampón de homogenización con (+) o sin 
(-) digitonina (D). El ensayo MitoRiboTag se realizó en muestras individuales de NV de ratones 
Vglut2:Ndufs4cCT transducidos con el vector AAV-DIO-MitoRiboTag. Se representan las 
medias ± SEM analizadas por el test estadístico Kruskal-Wallis (n=2). B) Análisis por qRT-PCR 
del enriquecimiento de los transcritos mitocondriales Nd2 y Atp6 en muestras IP respecto a 
sus inputs de ensayos MitoRiboTag en muestras individuales (1 animal/IP) o agrupadas (4 
animales/IP) de disecciones de NV en ratones Vglut2:Ndufs4cCT inyectados con el vector AAV-
DIO-MitoRiboTag. Se representan las medias ± SEM analizadas por el test estadístico Two-way 
ANOVA con comparaciones múltiples Sidak’s (n=2-4, ***p-valor<0,001). C) Análisis de las 
especies de ARNr y su integridad en las muestras input e IP de ensayos MitoRiboTag 
(agrupada) en disecciones de NV de ratones Vglut2:Ndufs4cCT transducidos con el vector AAV-
DIO-MitoRiboTag. Se puede observar que mientras la muestra INPUT contiene principalmente 
ARNr de origen citosólico (28s y 18s), la IP contiene aproximadamente un 50% de citosólico y 
un 50% de mitocondrial (16s y 12s). Ambas muestras carecen de signos de degradación.D) 
Análisis por Western blot de la eficiencia de la inmunoprecipitación en ensayos MitoRiboTag 
utilizando anticuerpos anti-GFP y anti-MRPL44 para la determinación de los niveles de 
MRPL44·eYFP. Los ensayos MitoRiboTag fueron realizados en disecciones de NV de ratones 
Vglut2:Ndufs4cCT transducidos con el vector AAV-DIO-MitoRiboTag.  S: Sobrenadante; A/G: 
proteína A/G presente en las bolas magnéticas utilizadas en la inmunoprecipitación.  
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Adicionalmente, la eficiencia de la técnica MitoRiboTag in vivo depende de la 

correcta inyección del vector viral en las coordenadas correctas, teniendo en 

cuenta la variabilidad anatómica de cada animal y del proceso estereotáxico 

(Armstrong and Tasker, 2014). Por este motivo, la utilización de animales 

individuales para los ensayos MitoRiboTag conllevaba un riesgo inherente de 

bajo rendimiento y de elevada variabilidad entre los diferentes ensayos, que 

podría reducirse significativamente si los ensayos se realizaban con 

agrupaciones de tejido de varios animales. Por ello, además de la optimización 

de las coordenadas de inyección con el fin de reducir la variabilidad 

interindividual de cada cirugía, se realizó el ensayo MitoRiboTag con digitonina 

en muestra individual y en muestra agrupada (agrupación de tejido de 4 

ratones). La comparativa de estos resultados demostró que mientras los ensayos 

MitoRiboTag individuales, procesados de un único NV de un ratón 

Vglut2:Ndufs4cCT inyectado, las cantidades de ARN aisladas finales eran muy 

variables (0-2 ng totales), las muestras agrupadas eran más reproducibles y 

superiores en cantidad (~20 ng totales), facilitando así su posterior análisis. 

Asimismo, se determinó un enriquecimiento significativamente superior para 

los transcritos Nd2 y Atp6 en los ensayos MitoRiboTag para las muestras 

agrupadas en comparación a las individuales (Figura 41B). Esto, además de ser 

el resultado de corregir la variabilidad interindividual con los ensayos 

MitoRiboTag en las muestras agrupadas, también podría explicarse por la 

presencia de una mayor cantidad de MRPL44·eYFP disponible para la 

inmunoprecipitación en estas muestras. Asimismo, el análisis de las especies de 

ARNr en los inputs e IP de muestras agrupadas confirmó un incremento de los 

ARNr mitocondriales en las muestras IP respecto a sus inputs, además de una 

calidad óptima para su análisis posterior. No obstante, a diferencia de los 

resultados in vitro, las muestras IP de ensayos MitoRiboTag in vivo contienen 

aproximadamente un 50% de ARNr de origen citosólico (Figura 41C). Este 

resultado podría indicar la posible inmunoprecipitación del ribosoma citosólico 

en paralelo con el mitocondrial. En conjunto, el uso de la digitonina y la 
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agrupación de tejido de diferentes animales se traducen en un rendimiento 

superior de la inmunoprecipitación. En este sentido, la determinación por 

Western blot de la cantidad de MRPL44·eYFP presente en el input y en la IP de 

ensayos MitoRiboTag indicó una recuperación de aproximadamente el 90% del 

contenido de MRPL44·eYFP en los input mediante la inmunoprecipitación 

(Figura 41D). 

En conjunto, los resultados en cultivo celular e in vivo de la aplicación de la 

herramienta MitoRiboTag demostraron el potencial de esta técnica para analizar 

el traductoma mitocondrial de tipos celulares específicos en tejidos complejos, 

como el cerebro. 

 

3. Análisis del traductoma mitocondrial en las neuronas vestibulares 
glutamatérgicas con deficiencia de complejo I mitocondrial 

Una vez completada la validación y optimización de la técnica MitoRiboTag in 

vivo, se procedió a analizar los cambios en los niveles de transcritos asociados al 

ribosoma mitocondrial de las neuronas glutamatérgicas vestibulares con 

deficiencia de NDUFS4. Dada la relevancia de la subpoblación neuronal 

glutamatérgica vestibular en el fenotipo patológico del ratón NDUFS4KO 

(Quintana et al., 2012b; Bolea et al., 2019), estos datos, juntamente con el análisis 

realizado del traductoma citosólico (Sección 1 Resultados), pretenden aportar  

una visión completa de los cambios moleculares que gobiernan la población 

neuronal glutamatérgica vestibular sin NDUFS4. 

Para llevar a cabo el análisis del traductoma mitocondrial glutamatérgico 

vestibular, se utilizaron los ratones experimentales Vglut2:Ndufs4cKO y sus 

controles Vglut2:Ndufs4cCT. Brevemente, estos animales presentan la misma 

genética que los ratones utilizados para el estudio del traductoma 

glutamatérgico vestibular citosólico, con la única diferencia que no presentan el 

locus Rpl22HA/+. Así, los ratones experimentales son deficientes para Ndufs4 

únicamente en la población neuronal VGLUT2 (glutamatérgica), mientras que los 



Resultados 

171 
 

ratones control son heterocigotos para el locus Ndufs4, siendo fenotípicamente 

sanos. Cabe destacar, que ambos grupos expresan la recombinasa iCre bajo el 

promotor del gen del transportador glutamatérgico vesicular Slc17a6 (Vglut2).  

Así pues, mediante cirugía estereotáxica se procedió a inyectar bilateralmente 

en el NV el vector viral AAV-DIO-MitoRiboTag en 12 ratones experimentales y 12 

controles a P35, repartiendo equitativamente hembras y machos entre los 

grupos. Después de un tiempo mínimo de 16 días para permitir la expresión de 

la subunidad MRPL44·eYFP en las neuronas VGLUT2 y la reducción de los 

procesos inflamatorios subyacentes a la cirugía estereotáxica, se diseccionó el 

NV, se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó inmediatamente a -80ºC. En 

este caso, al tratarse de un vector viral, como se ha comentado con anterioridad, 

aunque el AAV-DIO-MitoRiboTag transduzca células VGLUT2-negativas, 

únicamente se expresará a nivel proteico en aquellas con expresión de la 

recombinasa Cre que, en este caso, al ser animales adultos con alta probabilidad 

será únicamente en las neuronas glutamatérgicas.  

Para el aislamiento del mt-ARNm asociado al ribosoma mitocondrial de las 

neuronas glutamatérgicas mediante el ensayo MitoRiboTag se agruparon 4 

núcleos vestibulares (2 hembras + 2 machos) por ensayo, obteniendo un tamaño 

muestral por grupo (n) de 3, asegurando junto con el uso de la digitonina, el 

mejor rendimiento. Para cada muestra, se obtuvo el ARN total del área 

diseccionada (input) y el mt-ARNm asociado al ribosoma mitocondrial de las 

neuronas glutamatérgicas (IP).  

Tras la cuantificación y valoración de la integridad de la muestra IP, se procedió 

a analizar por qRT-PCR los niveles de los distintos transcritos codificados en el 

ADNmt en ratones control y experimentales. Concretamente, se analizaron los 

niveles de los transcritos del complejo I (Nd1, Nd2, Nd3, Nd4l/Nd4 y Nd5/Nd6), 

complejo III (Cytb), complejo IV (Cox1, Cox2 y Cox3) y complejo V (Atp6 y Atp8), 

en cantidades iguales de las diferentes muestras. Asimismo, se utilizó la cantidad 

de Rnr1 para normalizar los valores de los distintos transcritos. En este sentido, 
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Rnr1 codifica para el ARNr 12s de la subunidad menor ribosomal (28S). El 

ensamblaje del ribosoma mitocondrial se inicia con la unión del mt-ARNm a la 

subunidad menor (28S) que,  posteriormente, recluta la unidad ribosomal mayor 

(39S) (Boczonadi and Horvath, 2014; Ott et al., 2016; Mai et al., 2017). De este 

modo, dado que la herramienta MitoRiboTag permite la inmunoprecipitación del 

ribosoma mitocondrial a través de la subunidad mayor (donde se encuentra la 

proteína MRPL44·eYFP), la normalización con Rnr1 asegura la corrección por la 

cantidad de monosomas mitocondriales (ribosomas mitocondriales 

completamente ensamblados), ya que, en principio, en los ensayos MitoRiboTag 

la subunidad menor solo se aislará en caso de estar unida a la subunidad mayor 

del ribosoma mitocondrial. Por el contrario, la normalización por los niveles de 

ARNr de la subunidad mayor del mitoribosoma (ARNr 16S; codificado por el gen 

Rnr2) podría introducir errores en el análisis, ya que tanto los niveles de Rnr2 de 

los monosomas (con transcritos asociados) como los de las subunidades 

mayores sin ensamblar (sin transcritos asociados) contribuirían a la 

normalización.  

Así pues, el análisis de los transcritos codificados en el ADNmt en las IP de los 

ensayos MitoRiboTag en el NV de ratones Vglut2:Ndufs4cKO reveló que 

únicamente aquellos codificantes para las subunidades del complejo I 

mitocondrial mostraron una tendencia a niveles más reducidos en comparación 

a las IP del grupo control (Figura 42A-B). En este sentido, únicamente el 

transcrito Nd1 presentaba unos niveles significativamente reducidos en las IP de 

ratones Vglut2:Ndufs4cKO respecto a sus controles. El análisis de los transcritos 

codificados en el ADNmt de las diferentes subunidades de los complejos III, IV y 

V no mostró cambios, sugiriendo que la deleción de la subunidad NDUFS4, 

perteneciente al módulo N del complejo I, provoca una caída significativa 

únicamente para Nd1, situado en el módulo P del complejo.  

Notablemente, recientemente hemos publicado el desarrollo de una nueva 

aproximación molecular para el aislamiento de mitocondrias de poblaciones 
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celulares específicas (Gella et al., 2020). Con dicha herramienta (mitoTag), se 

realizó un análisis proteómico de las mitocondrias de las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares de ratones Vglut2:Ndufs4cKO y Vglut2:Ndufs4cCT. 

Gracias a este ensayo, se pudo detectar que los niveles de la proteína ND1, en 

correlación con los resultados obtenidos a nivel de transcrito, presentaban una 

disminución significativa en las mitocondrias de las neuronas glutamatérgicas 

vestibulares deficientes para NDUFS4 en comparación al grupo control. 

Asimismo, se pudo detectar también que, de una manera menos significativa, las 

subunidades ND2 y ND5 también sufrían una caída en los niveles proteicos en 

estas mitocondrias (Figura 42C). 

Figura 42. Identificación de los niveles de los transcritos asociados al ribosoma 
mitocondrial en las neuronas glutamatérgicas vestibulares de ratones con deficiencia 
de complejo I mitocondrial. A) Representación de los complejos integrantes de la 
fosforilación oxidativa. El color de cada complejo identifica la pertenencia de los transcritos en 
el panel B.  B) Análisis por qRT-PCR de los niveles de los transcritos de los complejos I, III, IV y 
V codificados en el genoma mitocondrial en las IP de ensayos MitoRiboTag en el NV de ratones 
Vglut2:Ndufs4cKO respecto a sus controles (Vglut2:Ndufs4cCT) y normalizados por los niveles 
de Rnr1. Se representan las medias ± SEM analizadas con la prueba t-student (n=3, **p-
valor<0,01). C) Esquema de las distintas subunidades que componen el complejo I 
mitocondrial en el que se representa el cambio relativo (Log2FoldChange) analizado por 
proteómica de las subunidades codificadas en el ADNmt de las neuronas glutamatérgicas 
vestibulares en ratones Vglut2:Ndufs4cKO respecto a ratones Vglut2:Ndufs4cCT. Figura 
adaptada de Gella et al., 2020. FoldChange: cambio relativo. 
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1. El perfil traduccional citosólico define la susceptibilidad neuronal a 

la deficiencia del complejo I mitocondrial 

El Síndrome de Leigh (SL) es una neuropatología, habitualmente mortal, causada 

por defectos directos en el metabolismo mitocondrial (Chen et al., 2018). 

Principalmente, el SL afecta a infantes y, aunque tiene un espectro clínico con 

afectación multisistémica, se caracteriza especialmente por la aparición de 

problemas neurológicos que resultan en anomalías motoras y alteraciones 

respiratorias graves (Finsterer, 2008), siendo el fallo respiratorio la principal 

causa de muerte (Sofou et al., 2014; Gerards et al., 2016). A nivel etiológico, más 

de 75 genes se han asociado con la aparición del SL (Lake et al., 2016). Debido a 

la gran diversidad genética y clínica de esta enfermedad, actualmente no existe 

una cura efectiva (Chen et al., 2018; Schubert and Vilarinho, 2020). A pesar de 

esta variabilidad, los pacientes con SL suelen identificarse por presentar lesiones 

focales, necróticas, simétricas y bilaterales que se encuentran a lo largo del 

encéfalo, principalmente localizadas en el tronco encefálico y los ganglios basales 

(Lake et al., 2015; Gerards et al., 2016; Schubert and Vilarinho, 2020). Si bien la 

restricción neuroanatómica de las lesiones no es una característica única del SL, 

defectos en el metabolismo bioenergético suelen desembocar en problemas 

neuropatológicos con patrones de susceptibilidad neuroanatómicos y celulares 

determinados (DiMauro and Schon, 2008; Dubinsky, 2009; Pinto et al., 2012). En 

este sentido, se cree que la alta demanda energética del sistema nervioso central 

(SNC) para mantener el potencial de membrana y la neurotransmisión hacen a 

este tejido especialmente susceptible a la disfunción mitocondrial (Vos et al., 

2010; Harris et al., 2012). Sin embargo, existen marcadas diferencias en la 

vulnerabilidad neuronal a la deficiencia mitocondrial, postulándose que esta sea 

consecuencia de la diversificación funcional de las distintas subpoblaciones 

celulares del SNC junto con sus particularidades bioenergéticas, incluso a nivel 

subcelular (Grimm et al., 2018; Qi et al., 2020).  
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En consonancia, resultados previos de nuestro grupo han mostrado que, en 

ratón, las neuronas glutamatérgicas son una de las poblaciones neuronales más 

vulnerables a la deficiencia de la subunidad mitocondrial NDUFS4 del complejo 

I (Bolea et al., 2019), uno de los genes más frecuentemente mutados en pacientes 

con SL (Lake et al., 2016). La deficiencia de NDUFS4 en estas células se traduce 

en lesiones cerebrales localizadas, entre otras, en el área del núcleo vestibular 

(NV) situado en el tronco encefálico. Por otro lado, la deficiencia condicional de 

NDUFS4 en la población neuronal GABAérgica conduce al daño localizado en los 

ganglios basales y, especialmente, en el bulbo olfatorio (BO) (Bolea et al., 2019). 

Notablemente, la deficiencia de NDUFS4 en las neuronas glutamatérgicas sería 

la responsable de la aparición de anomalías motoras y respiratorias, mientras 

que la deficiencia de esta subunidad mitocondrial en las neuronas GABAérgicas 

generaría un fenotipo epiléptico (Bolea et al., 2019). Por lo tanto, una misma 

mutación en genes de proteínas con función mitocondrial puede tener múltiples 

efectos clínicos según el tipo celular afectado y es el conjunto el que define el 

fenotipo patológico final en el SL, pudiéndose extrapolar en el contexto de 

enfermedad mitocondrial. No obstante, los mecanismos moleculares que definen 

y diferencian la susceptibilidad de cada población celular en el contexto de 

enfermedad mitocondrial no han sido establecidos hasta la fecha, limitando el 

desarrollo de terapias efectivas para el SL.  

En este sentido, la neuroinflamación se ha sugerido como mecanismo 

fisiopatológico implicado en la progresión del SL (Lake et al., 2015). Acorde con 

esto, la disfunción mitocondrial puede conducir a una activación de la respuesta 

inmune innata, entre otras vías, a través de un incremento del estrés oxidativo 

(Fischer and Maier, 2015; Sandhir et al., 2017). No obstante, los tratamientos 

antioxidantes o inmunosupresores no se han mostrado efectivos en la 

progresión del SL (Johnson et al., 2013; Liu et al., 2015; De Haas et al., 2017; 

Finsterer and Zarrouk-Mahjoub, 2017). En consecuencia, estos resultados 

sugieren que otras vías moleculares deben dirigir el desarrollo de la patología. 
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Notablemente, alteraciones moleculares en vías de regulación transcripcional y 

traduccional, como HIF1-α o mTOR, se han correlacionado con la progresión 

patológica en pacientes con SL y con la disfunción del complejo I mitocondrial en 

un modelo murino para la investigación del SL (Johnson et al., 2013; Johnson et 

al., 2015; Jain et al., 2016; Ferrari et al., 2017; Jain et al., 2019; Mukaneza et al., 

2019). Por tanto, en la presente tesis doctoral, con el objetivo de elucidar las vías 

moleculares alteradas que determinan la vulnerabilidad celular a la disfunción 

del complejo I mitocondrial, hemos realizado un análisis del perfil traduccional 

(o traductoma) citosólico, definido como la totalidad de los ARNm asociados al 

ribosoma citosólico. Concretamente, debido a su elevada susceptibilidad, este 

análisis se ha realizado en las neuronas GABAérgicas del BO y las neuronas 

glutamatérgicas del NV de los ratones con deficiencia de NDUFS4 restringida a 

nivel neuronal.  

Nuestros resultados muestran que el principal componente que define el perfil 

traduccional citosólico viene determinado por la región neuroanatómica 

analizada. De acuerdo con estos resultados, el análisis computacional de la 

expresión génica del cerebro humano ha señalado que, pese a la heterogeneidad 

celular, existen estructuras anatómicas definidas que presentan patrones de 

expresión genética conservados dentro del SNC (Negi and Guda, 2017). 

Adicionalmente, los resultados aquí expuestos señalan que dentro del área 

cerebral las neuronas glutamatérgicas o GABAérgicas tienen un perfil 

traduccional completamente distinto al transcriptoma obtenido del mismo tejido 

portador de la población neuronal analizada. De igual modo, se ha demostrado 

que el perfil traduccional de tipos celulares específicos no suele correlacionar 

con el perfil transcripcional del tejido donde se encuentra (Doyle et al., 2008). 

Estas diferencias entre ambos perfiles de expresión génica podrían estar sujetas 

a la naturaleza de los ARNm estudiados (ARNm del transcriptoma o del 

traductoma) o ser el resultado de las diferencias entre un análisis de la totalidad 

de ARNm presente en un tejido compuesto por células distintas y un análisis del 

ARNm presente en un solo tipo celular. De este modo, el análisis de la totalidad 
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del ARNm a nivel de tejido es menos informativo que uno de tipo celular 

específico, debido a que el primero será siempre el resultado de la combinatoria 

de las distintas poblaciones celulares que componen los tejidos complejos, como 

el cerebro, pudiendo difuminar ciertos patrones de expresión génica sujetos al 

tipo celular. En consonancia, mientras que nuestro análisis del transcriptoma 

tisular del NV y del BO en ratones con deficiencia condicional para NDUFS4 en 

poblaciones neuronales excitatorias o inhibidoras muestra principalmente una 

respuesta inmune común en ambos tejidos, el análisis del perfil traduccional 

citosólico de cada tipo neuronal afectado por separado indica una correlación 

nula entre los cambios inducidos por la deficiencia de NDUFS4 en cada tipo 

celular. 

En respuesta a nuestra hipótesis principal, la caracterización del perfil 

traduccional citosólico de poblaciones neuronales susceptibles a la deficiencia 

del complejo I mitocondrial ha permitido elucidar los mecanismos moleculares 

fisiopatológicos específicos que podrían explicar la vulnerabilidad o 

supervivencia de cada tipo neuronal en el transcurso de la enfermedad 

mitocondrial.   

 

1.1. La deficiencia del complejo I mitocondrial en las neuronas 

GABAérgicas del BO activa una respuesta antiviral 

La mitocondria desarrolla un papel crucial en la integración de señales celulares 

en presencia de agentes nocivos, activando la respuesta inmune innata. 

Específicamente, este organelo puede intervenir en el reconocimiento de 

secuencias patógenas o PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns), 

promoviendo una respuesta proinflamatoria y antiviral mediada por interferón 

de tipo I (West et al., 2011; Banoth and Cassel, 2018). Esta respuesta antiviral se 

caracteriza por la expresión de genes estimulados por interferón (ISG: interferon 

stimulated genes) capaces de bloquear la propagación del agente infeccioso 

(Schoggins and Rice, 2011). En este contexto, el análisis de ontología génica de 
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los datos obtenidos por RNA-Seq sobre el perfil traduccional citosólico de las 

neuronas GAD2-positivas del BO deficientes para NDUFS4 aquí realizado indica 

una robusta activación de la respuesta antiviral, principalmente mediada por 

interferón de tipo I. En enfermedad mitocondrial, la respuesta antiviral puede 

ser activada en situaciones de estrés por ciertos componentes de origen 

mitocondrial o DAMPs (Damage-associated molecular patterns), los cuales son 

reconocidos como agentes infecciosos debido al origen procariota de la 

mitocondria (West and Shadel, 2017; Banoth and Cassel, 2018). Así, la liberación 

y acumulación de ADNmt en el citoplasma, como consecuencia de una disfunción 

mitocondrial, activa la respuesta antiviral (West et al., 2015). De la misma forma, 

mutaciones en el enzima PNPasa (polinucleótido fosforilasa), implicado en la 

degradación de transcritos codificados en el genoma mitocondrial, provocan la 

acumulación de ARNmt en la mitocondria y su posterior liberación en el espacio 

citosólico, activando la expresión de ISG (Dhir et al., 2018). Notablemente, 

mutaciones en el gen PNPT1, que codifica para la PNPasa, han sido identificadas 

en individuos con SL (Matilainen et al., 2017b), sugiriendo que  alteraciones en 

el procesamiento del ARNmt pueden desencadenar en esta enfermedad 

mediante la activación de la respuesta antiviral. De manera significativa, 

nuestros datos revelaron un incremento en la asociación al ribosoma del 

transcrito Eif2ak2 en las neuronas GABAérgicas del BO en ratones con deficiencia 

del complejo I mitocondrial. Este transcrito codifica para la proteína quinasa R 

(PKR), dependiente de ARN de doble cadena. Esta quinasa puede reconocer 

directamente el ARNmt de doble cadena desencadenando la respuesta de 

interferón (Kim et al., 2018b). Al mismo tiempo, PKR es uno de los genes 

activados por interferón encargados de bloquear la síntesis proteica mediante la 

fosforilación del factor de iniciación de la traducción eIF2α (Toth et al., 2006). En 

consonancia, nuestros datos revelaron que, además de la respuesta antiviral, la 

deficiencia de NDUFS4 en las neuronas GAD2 promueve una reducción en la 

asociación al ribosoma de transcritos relacionados con el procesamiento del ARN 

y la traducción. Por otro lado, es importante destacar que la traducción es un 
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proceso altamente dependiente de los niveles de ATP (Buttgereit and Brandt, 

1995; Rangaraju et al., 2019) y esta tiene un control directo en la síntesis de 

proteínas mitocondriales que controlan el metabolismo bioenergético (Pearce et 

al., 2017). Por tanto, una reducción en la traducción impacta negativamente en 

la misma fosforilación oxidativa y viceversa. De acuerdo con esto, nuestros datos 

revelaron que, juntamente con una reducción en la asociación al ribosoma de 

transcritos que regulan la maquinaria de traducción, en las neuronas 

GABAérgicas deficientes para NDUFS4 se produce una disminución de 

transcritos relacionados con el metabolismo mitocondrial. Por extensión, podría 

especularse que la respuesta antiviral, al impactar en la síntesis proteica, podría 

agravar la propia disfunción mitocondrial.  

De manera interesante, un estudio reciente ha reportado una activación de la 

respuesta antiviral principalmente derivada del bloqueo de la fosforilación 

oxidativa y la liberación de ARNmt en el citoplasma en las neuronas espinosas de 

tamaño medio afectadas en la enfermedad de Huntington, tanto en ratones como 

humanos (Lee et al., 2020). Estas neuronas son principalmente de tipo 

GABAérgico, indicando que al menos una subpoblación de neuronas 

GABAérgicas podría tener una predisposición a activar la respuesta antiviral en 

el contexto de disfunción mitocondrial. No obstante, en el caso de las neuronas 

GABAérgicas del BO, es relevante mencionar que el BO, comparativamente con 

otras áreas cerebrales, presenta una prematura neurodegeneración y 

neuroinflamación en los ratones deficientes para NDUFS4 (Quintana et al., 2010), 

indicando que las neuronas GABAérgicas en esta área serían más vulnerables 

que las de otras regiones a la deficiencia mitocondrial. En este sentido, el BO es 

una estructura conocida por ser la vía de entrada de diversos virus al SNC. 

Evolutivamente, con el fin de proteger el resto del SNC de las infecciones virales, 

esta estructura ha desarrollado una especial sensibilidad en detectar y 

responder a estos patógenos (Durrant et al., 2016). Esta capacidad “antiviral” del 

BO podría explicar la precoz y robusta respuesta de defensa que observamos en 

las neuronas GABAérgicas de esta región, consecuencia de la deficiencia de 
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NDUFS4. Adicionalmente, los pacientes con SL suelen desarrollar los primeros 

signos clínicos después de una infección (Sofou et al., 2014; Schubert and 

Vilarinho, 2020). Por tanto, una primera infección viral podría ayudar a activar 

la respuesta antiviral en el BO, que se vería potenciada por la propia disfunción 

mitocondrial en los pacientes con SL. De acuerdo con esta teoría, la infección por 

herpes virus es capaz de inducir la liberación de ADNmt potenciando este tipo 

de reacción antiviral (West et al., 2015). Aunque en los pacientes con SL no se 

han descrito alteraciones estructurales en el BO, sería interesante determinar 

cambios moleculares que podrían liderar la neurodegeneración posterior. En 

consonancia, el BO es una estructura que suele relacionarse con alteraciones 

moleculares que preceden las lesiones que caracterizan ciertas enfermedades 

neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson o Alzheimer (Gardner et 

al., 2017; Rey et al., 2018).  

No menos relevante es que el BO es una de las estructuras del SNC que presentan 

neurogénesis en edad adulta. Principalmente, la neurogénesis en el BO tiene 

lugar en la capa granular, donde los neuroblastos, procedentes de la zona 

subventricular, se integran y diferencian mayoritariamente en neuronas 

GABAérgicas (Nagayama et al., 2014; Pallotto and Deprez, 2014), aportando 

probablemente una mayor capacidad de plasticidad sináptica (Saghatelyan et al., 

2005). Comparativamente con otras estructuras que también presentan 

neurogénesis, como el hipocampo, el BO tendría una mayor tasa de integración 

neuronal diaria, indicando que la neurogénesis es un proceso relevante en esta 

estructura (Pignatelli and Belluzzi, 2010). La secuenciación individual de estas 

neuronas nacientes en ratón indica que, entre otras vías moleculares, la 

traducción, el metabolismo mitocondrial y la neurotransmisión GABAérgica son 

procesos potenciados en estas células (Tepe et al., 2018). En consonancia, 

nuestros datos de RNA-Seq de las neuronas GABAérgicas del BO revela que el 

procesamiento del ARN y la fosforilación oxidativa son procesos enriquecidos en 

condiciones fisiológicas. En este sentido, para que los neuroblastos se integren 

necesitan establecer conexiones sinápticas y, para ello, dependen estrechamente 
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de la actividad traduccional (Wiersma-Meems et al., 2005; Nissant and Pallotto, 

2011) que, como se ha mencionado con anterioridad, consume una alta cantidad 

de energía (Rangaraju et al., 2019). Por tanto, la parada traduccional consecuente 

a la respuesta antiviral en las neuronas GABAérgicas podría derivar en una 

disrupción de la neurogénesis del BO, claramente afectando la neurotransmisión 

inhibitoria en el SNC.  

En resumen, con el análisis bioinformático del perfil traduccional citosólico de la 

población neuronal GABAérgica del BO hemos podido determinar que la 

disfunción mitocondrial del complejo I promueve una respuesta antiviral 

mediada por interferón de tipo I, posiblemente bloqueando la síntesis proteica y 

otros procesos ATP-dependientes, como la neurotransmisión (Figura 43). 

Específicamente, esta respuesta podría generarse por la liberación de ARNmt de 

doble cadena al citoplasma, activando directamente la quinasa PKR. Asimismo, 

dada la hipersensibilidad del BO a las infecciones virales y la importancia de 

estas en el comienzo del SL (Schubert and Vilarinho, 2020), el estudio de esta 

respuesta en el área del BO podría establecer las bases que lideran la progresión 

patológica del SL y explicar la vulnerabilidad celular observada.  
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1.2. La disfunción del complejo I mitocondrial en las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares y su posible impacto en la 

neurotransmisión excitatoria 

Los ratones con deficiencia del complejo I mitocondrial en las neuronas 

glutamatérgicas del NV muestran una alteración en el nivel de asociación al 

ribosoma de transcritos relacionados con la actividad y estructura sináptica. De 

acuerdo con esto, la afectación de la neurotransmisión es un proceso común en 

diversas enfermedades neurodegenerativas (Bae and Kim, 2017). En el caso de 

las neuronas glutamatérgicas del NV, se ha observado que necesitan altos niveles 

de ATP para mantener la síntesis de vesículas de glutamato, el potencial de 

membrana durante la neurotransmisión y el bombeo de iones para el reciclaje 

del glutamato (Yamada and Nakano, 1999; Attwell and Laughlin, 2001; Harris et 

al., 2012). Así, la disfunción mitocondrial sería suficiente para desestabilizar la 

sinapsis glutamatérgica. Sin embargo, son múltiples vías moleculares las que 

Neuronas GAD2 

deficientes para 

NDUFS4

Disfunción 

complejo I 

mitocondrial

Infección

ARNmt de 

doble 

cadena

Citoplasma

Disrupción sinapsis inhibitoria

Respuesta 

INF tipo I

PKR

ISG

Traducción

Fosforilación 

oxidativa

Figura 43. Representación de la posible respuesta antiviral desencadenada por la 
disfunción del complejo I mitocondrial en las neuronas GABAérgicas del BO. La 

deficiencia de NDUFS4 en las neuronas GAD2-positivas provocaría la acumulación de ARNmt 

de doble cadena en el citoplasma, que sería reconocido como un agente infeccioso activando 

la vía antiviral mediada por interferón (INF) de tipo I mediante PKR. Esta respuesta induciría 

la expresión de genes mediados por interferón (ISG) y bloquearía la síntesis proteica, que en 
extensión agravaría la disfunción mitocondrial. En conjunto, estos procesos impactarían en el 

proceso de la sinapsis inhibitoria GABAérgica, promoviendo la progresión patológica del SL. 

Asimismo, procesos infecciosos podrían potenciar el desarrollo de esta respuesta en el 

contexto de disfunción mitocondrial. Flechas: activación. Línea: inhibición. 
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pueden contribuir también en este suceso (Bae and Kim, 2017). En este sentido, 

el análisis del perfil traduccional citosólico de las neuronas glutamatérgicas 

vestibulares deficientes para NDUFS4 aquí realizado ha permitido elucidar 

diversas vías moleculares subyacentes a la progresión patológica y, si bien no 

explican directamente la desregulación de la neurotransmisión glutamatérgica, 

pueden ayudar a entender la progresión patológica de la enfermedad y, en 

extensión, las vías moleculares que convergen en esta alteración. Notablemente, 

dado que la disfunción mitocondrial en las neuronas glutamatérgicas 

vestibulares parece ser el origen de la causa de muerte en el modelo murino para 

el SL (Bolea et al., 2019), estos datos exponen potenciales dianas terapéuticas 

relevantes en el tratamiento de esta enfermedad.  

 

1.2.1. El metabolismo lipídico como promotor de la neuropatología en 

las neuronas glutamatérgicas vestibulares con disfunción del 

complejo I mitocondrial  

La caracterización del traductoma citosólico de las neuronas glutamatérgicas del 

NV deficientes para NDUFS4 mediante secuenciación masiva demostró que, a 

pesar de que los primeros signos clínicos en el grupo experimental derivados de 

la disfunción mitocondrial no aparecen hasta una edad posterior a P80 en ratón, 

las alteraciones moleculares se inician mucho antes. Concretamente, a P50 

observamos un incremento de transcritos asociados al ribosoma relacionados 

con el metabolismo del alcohol y del colesterol. Esto es principalmente derivado 

de un incremento significativo del transcrito Star, que codifica para la proteína 

reguladora aguda esteroidogénica (StAR), encargada del transporte de colesterol 

a la mitocondria, paso limitante en la síntesis de esteroides (Bahat et al., 2014). 

Contrariamente a lo esperado, los datos aquí presentados reflejan una 

disminución de transcritos relacionados con la síntesis de progesterona, 

dependiente de la síntesis de neuroesteroides (Baulieu and Schumacher, 2000). 

No obstante, los transcritos que explican dicha reducción son Abhd2, Sox21 y 
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Yap1. El primero, además de codificar para un receptor de progesterona en 

esperma (Gerhardt, 2016), se ha visto relacionado con el metabolismo de lípidos 

y la respuesta inmune (Lord et al., 2013), mientras que los dos últimos son 

factores de transcripción reguladores de múltiples vías, como la diferenciación 

neuronal (Whittington et al., 2015; Jin et al., 2020). Por tanto, en este caso la 

disminución de la síntesis de progesterona no se contradeciría con el incremento 

de StAR.  

Significativamente, StAR se ha relacionado con el metabolismo de lípidos (Soccio 

and Breslow, 2003). En este sentido, la disfunción del complejo I mitocondrial, 

tanto en ratón como en mosca, deriva en una acumulación en etapas tempranas 

de gotas lipídicas de origen neuronal en la glía, probablemente causada por un 

incremento del estrés oxidativo. Dichas gotas lipídicas desaparecen de acuerdo 

con el avance de la enfermedad, indicando una alteración asociada al inicio 

patológico (Liu et al., 2015). En el caso del modelo de ratón, entre otras regiones, 

esta acumulación de colesterol y triglicéridos se localiza en el NV y el BO (Liu et 

al., 2015). Recientemente, se ha observado que algunos patógenos utilizan los 

lípidos intracelulares para abastecer sus funciones vitales. Evolutivamente, las 

células eucariotas han desarrollado la capacidad de modular el contenido 

proteico anti-microbial de las gotas lipídicas intracelulares como primera línea 

de defensa ante la presencia de estos agentes infecciosos. Adicionalmente, se ha 

observado que, en aquellas células infectadas, estas gotas lipídicas se separan 

físicamente de las mitocondrias, reduciendo el metabolismo oxidativo y evitando 

la propagación de la infección (Dutra et al., 2020). Por tanto, en concordancia con 

la respuesta antiviral observada en las neuronas GABAérgicas, la acumulación de 

las gotas lipídicas, tanto en el NV como en el BO, podría ser también el resultado 

de la liberación de moléculas DAMPs de origen mitocondrial en el citoplasma, 

derivadas de la propia disfunción mitocondrial. Concretamente, en las neuronas 

glutamatérgicas del NV el acúmulo lipídico podría derivar en un incremento de 

la importación de colesterol a mitocondria a través de la proteína StAR, la cual 

según nuestros datos se encontraría incrementada. De acuerdo con esto, la 
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hidrólisis del colesterol acumulado en las gotas lipídicas es una fuente para la 

esteroidogénesis (Manna et al., 2016). En este contexto, en múltiples 

enfermedades neurodegenerativas se ha observado un incremento de StAR y de 

colesterol dentro de la mitocondria (Sierra et al., 2003; Torres et al., 2019). Este 

incremento, podría impactar directamente en la producción de neuroesteroides, 

la cual se ha visto relacionada con mecanismos de supervivencia neuronal o 

neuroinflamación en algunas enfermedades neurodegenerativas (Yilmaz et al., 

2019). Por otro lado, la acumulación anómala de colesterol en la mitocondria, a 

pesar de ser un campo aún desconocido, se ha relacionado con alteraciones en el 

propio ADNmt y con incrementos del estrés oxidativo (Arenas et al., 2017). 

Asimismo, una acumulación excesiva de la proteína StAR en mitocondria activa 

la expresión de proteasas en el núcleo para promover su retirada (Bahat et al., 

2014; Quirós et al., 2016). Sin embargo, dichas proteasas son ATP-dependientes, 

por lo tanto, en caso de disfunción mitocondrial, StAR no sería retirado del 

organelo, induciendo así una respuesta continuada de estrés al núcleo. Por tanto, 

estos datos sugieren que el incremento observado del transcrito Star, 

consecuencia de una desregulación del metabolismo lipídico, en las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares deficientes para NDUFS4, podría estar involucrado 

en la progresión patológica, a través de la esteroidogénesis o mecanismos de 

estrés celular. Cabe mencionar, que en las neuronas glutamatérgicas vestibulares 

la desregulación del metabolismo lipídico parece persistir a distintos niveles 

durante toda la patología. Así, nuestros datos sobre el perfil traduccional 

citosólico de este tipo neuronal con deficiencia del complejo I mitocondrial en 

una etapa patológica avanzada revelan una reducción de la actividad elongasa de 

los ácidos grasos, la cual puede tener lugar en el mismo organelo (Jump, 2009).  

En conjunto, nuestros datos aportan robustez a la teoría en que durante las 

primeras etapas de la enfermedad mitocondrial la desregulación del 

metabolismo lipídico, derivado de un incremento del estrés oxidativo (Liu et al., 

2015) o como respuesta de defensa (Dutra et al., 2020), podría dirigir la 

neurodegeneración observada en el NV (Figura 44). Específicamente, el acúmulo 
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lipídico potenciaría el transporte de colesterol a la mitocondria mediante la 

proteína StAR, impactando en la esteroidogénesis y cronificando una respuesta 

de estrés al núcleo, conjuntamente, contribuyendo en la progresión patológica. 

 

 

1.2.2. Activación de la síntesis de neuropéptidos como respuesta de 

neuroprotección en las neuronas glutamatérgicas vestibulares 

deficientes para NDUFS4 

El análisis de ontología génica sobre los datos obtenidos por RNA-Seq del perfil 

traduccional citosólico de las neuronas VGLUT2 del NV con disfunción del 

complejo I mitocondrial indica un incremento de transcritos DAR relacionados 

con la señalización neuropeptídica. En este contexto, es importante mencionar 

que el NV se compone, como mínimo, de tres subpoblaciones glutamatérgicas 

definidas, entre otros genes, por la expresión de ciertos neuropéptidos (Kodama 

et al., 2012). Por tanto, hay que considerar que la inducción de la señalización 
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Figura 44. Gráfico secuencial de la posible desregulación del metabolismo lipídico en 

las neuronas glutamatérgicas del NV con deficiencia para NDUFS4 en etapa 
asintomática. El estrés oxidativo o la liberación de moléculas derivadas de la disfunción 

mitocondrial (DAMPs) al espacio citoplasmático induciría la producción de gotas lipídicas en 

el NV. Esto activaría el transporte y acumulación de colesterol mediante la proteína StAR a la 

mitocondria. La acumulación de colesterol en mitocondria podría inducir una alteración en la 

síntesis de neuroesteroides y/o promover el estrés celular, acentuando la progresión 
patológica. Flechas: activación. 
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neuropeptídica aquí expuesta, podría ser el resultado de la combinación de 

diferentes perfiles de expresión subyacentes a distintas subpoblaciones 

neuronales excitatorias del NV. Con el fin de reducir esta dificultad, entre los 

transcritos incrementados relacionados con la vía neuropeptídica destacamos 

por su alto nivel de significancia el transcrito Adcyap1, que codifica para el 

polipéptido de la adenilato ciclasa de la pituitaria o PACAP. El análisis de 

expresión génica por qRT-PCR para este transcrito en la región del NV demostró 

que el incremento de expresión de este transcrito es exclusivo de la población 

glutamatérgica con deficiencia de NDUFS4. De igual modo, pudimos confirmar 

mediante hibridación in situ y análisis de los datos de RNA-Seq, que en 

condiciones fisiológicas una subpoblación neuronal glutamatérgica expresa 

Adcyap1. Concretamente, en el área parvocelular y magnocelular del núcleo 

vestibular medial. Estos últimos datos fueron previamente descritos en Kodama 

et al., 2012. Por tanto, la sobreexpresión de Adcyap1 en el contexto de 

enfermedad mitocondrial podría ser el reflejo de una inducción de novo en una 

subpoblación glutamatérgica sin expresión previa de PACAP o, simplemente, una 

sobreexpresión de los niveles fisiológicos en la subpoblación glutamatérgica -

PACAP.  

La evaluación del nivel de muerte neuronal glutamatérgica en estado severo de 

nuestro modelo murino experimental reveló aproximadamente un 50% menos 

de neuronas deficientes para NDUFS4 en estado patológico avanzado. En 

consonancia, previamente en Quintana et al., 2010 se había demostrado sin 

resolución de tipo celular que en el NV sucedía una pérdida celular de acuerdo 

con el avance de la enfermedad. En conjunto, estos resultados indicarían que 

aquellas neuronas con niveles altos de PACAP tendrían una menor 

susceptibilidad o una mayor resistencia a la disfunción mitocondrial en 

comparación con otras neuronas glutamatérgicas. En referencia a esto último, 

PACAP puede bloquear la apoptosis a nivel transcripcional (Maino et al., 2015). 

Asimismo, interviene en la regeneración e integridad axonal observada durante 

la neurodegeneración (Nakamachi et al., 2011). Notablemente, también se ha 
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descrito como un potenciador de la biogénesis mitocondrial soportando el 

crecimiento de la proyección neuronal (Kambe and Miyata, 2012) y regulando el 

estrés oxidativo (Douri et al., 2016). Por otro lado, PACAP conjuntamente a otros 

neuropéptidos, como la somatostatina, el Neuropéptido Y o Sustancia P, podría 

modular la respuesta antinflamatoria mediante activación de la microglía 

(Morara et al., 2015)(Carniglia et al., 2017). Por tanto, parece altamente probable 

que la subpoblación glutamatérgica que expresa PACAP a nivel fisiológico pueda 

inducir fácilmente un incremento de este polipéptido en caso de disfunción 

mitocondrial, promoviendo su propia supervivencia.  

En referencia a los mecanismos reguladores de esta sobreexpresión, nuestro 

análisis computacional, mediante la herramienta iRegulon, determinó que el 

factor de transcripción ATF3 puede modular potencialmente la expresión de los 

ARNm de los neuropéptidos PACAP (Adcyap1), Sustancia P (Tac1), y 

Neuropéptido Y (Npy), o proteínas relacionadas como la enzima convertidora de 

endotelina tipo-I (Ecel1), los cuales encontramos con asociación incrementada al 

ribosoma en las neuronas glutamatérgicas vestibulares con deficiencia de 

NDUFS4. Significativamente, el transcrito Atf3 también presenta una mayor 

asociación al ribosoma citosólico glutamatérgico vestibular en caso de 

deficiencia del complejo I mitocondrial, incluso en etapa asintomática. En 

correlación, el daño periférico en el nervio facial de ratón produce una 

sobreexpresión a nivel transcripcional de Atf3 acompañada de un incremento en 

los niveles de expresión de los transcritos Adcyap1, Grp, Npy, Gal, Vip y Ngf, 

codificantes para neuropéptidos (Gey et al., 2016). Este mismo estudio reveló 

que la deficiencia de Atf3 impacta en la expresión de Adcyap1 y Grp, indicando 

que la inducción de PACAP y de otros neuropéptidos en las neuronas 

glutamatérgicas podría derivar de una activación directa de ATF3 en respuesta 

a un daño tisular. Adicionalmente, en el sistema nervioso de C. elegans se ha 

observado que la disrupción mitocondrial promueve el desplazamiento de ATFS-

1, ortólogo de ATF4, desde la mitocondria al espacio citoplasmático. Este factor 

de transcripción podría activar la respuesta de estrés mitocondrial a proteínas 
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desplegadas o UPRmt a nivel periférico, probablemente, mediante la liberación 

del neuropéptido Flp-2 (Nargund et al., 2012; Shao et al., 2016). En referencia a 

ATF4, nuestros datos demuestran un incremento en la asociación ribosomal del 

transcrito codificante para este factor de transcripción en las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares con deficiencia para NDUFS4 en etapa patológica 

avanzada. Dado que ATF4 se ha descrito como un factor de transcripción para 

ATF3 (Pakos-Zebrucka et al., 2016), nuestros datos podrían sugerir que la 

inducción de ATF4 podría activar ATF3 y en extensión, promover la síntesis de 

neuropéptidos, como PACAP, con un posible papel neuroprotector en caso de 

disfunción mitocondrial (Figura 45). 

 

1.2.3. Posible implicación de la vía de mTORC1 en el control de la 

biogénesis ribosomal en las neuronas glutamatérgicas 

vestibulares deficientes para NDUFS4 

La deficiencia del complejo I en las neuronas VGLUT2 del NV resulta en un 

incremento en la asociación al ribosoma de transcritos relacionados con la 

biogénesis ribosomal citosólica, contrario al observado en las neuronas 

GABAérgicas del BO con la misma mutación. La biogénesis ribosomal requiere de 

la expresión de las ARN polimerasas I, II y III, que promueven la transcripción de 

las distintas subunidades desde el nucléolo, pasando por el núcleo de manera 

secuencial hasta llegar al citoplasma (Piazzi et al., 2019). Este proceso es 
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Figura 45. Esquema sobre la posible activación de la señalización neuropeptídica en las 

neuronas glutamatérgicas vestibulares con disfunción del complejo I mitocondrial. La 
activación de los factores de transcripción ATF4 y ATF3 en respuesta a la disfunción 

mitocondrial podría derivar en la liberación de ciertos neuropéptidos con posible efecto 

neuroprotector. Flecha: activación.  
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regulado por múltiples vías, como la Ras-ERK/MAPK o la PI3K/AKT/mTOR 

(Mahoney et al., 2009). Entre estos factores, mTOR destaca por su control directo 

de la biogénesis ribosomal a través de la fosforilación de las ARN polimerasas I, 

II y III (Iadevaia et al., 2014) o a través de la síntesis proteica de las subunidades 

ribosomales (Mayer and Grummt, 2006). Notablemente, en el caso de 

enfermedad mitocondrial, la inhibición de mTOR por administración de 

rapamicina extiende la supervivencia de los ratones Ndufs4KO y retrasa la 

aparición de las lesiones neuropatológicas (Johnson et al., 2013; Johnson et al., 

2015). En conjunto, podría especularse que el incremento de la biogénesis 

ribosomal observada podría ser un reflejo de la activación o sobre-activación de 

mTOR en las neuronas glutamatérgicas vestibulares con deficiencia del complejo 

I mitocondrial. Con el propósito de validar esta teoría, dado que una de las dianas 

más reconocidas de la activación de mTOR es la quinasa S6K1, que fosforila la 

subunidad ribosomal RPS6 (Laplante and Sabatini, 2009), en esta tesis doctoral 

se ha analizado el nivel de fosforilación de RPS6 en dos residuos de serina 

diferentes correlacionados con el nivel de actividad neuronal (Biever et al., 

2015). A su vez, la quinasa S6K1, controlada por mTOR, podría estar implicada 

en la fosforilación de las ARN polimerasas I y II (Iadevaia et al., 2014). Así, la 

fosforilación de RPS6 sería un indicador de la activación de mTOR y del 

incremento de la biogénesis ribosomal. Contrariamente a lo esperado, el nivel 

proteico de la fosforilación de RPS6 no presenta diferencias respecto al grupo 

control a nivel del NV ni a nivel de las neuronas glutamatérgicas, sugiriendo que 

el incremento de expresión de los transcritos relacionados con la biogénesis 

ribosomal no sería mediado por mTOR/S6K1/RPS6 en las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares deficientes para NDUFS4.  

No obstante, la síntesis ribosomal solo se produce si todos los componentes 

están disponibles, por tanto, un incremento en la transcripción de las 

subunidades ribosomales no tiene por qué correlacionar con un incremento 

proteico de la biogénesis ribosomal o de la actividad traduccional (Mayer and 

Grummt, 2006). Por otro lado, la inactivación genética de la quinasa S6K1 a nivel 
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neuronal en un ratón con deficiencia del complejo I no se traduce en ningún 

beneficio (Ito et al., 2017), indicando que quizás el beneficio de la inhibición de 

mTOR en la regulación traduccional se localizaría en otros tipos celulares o 

derivaría de otras vías no relacionadas con la actividad de S6K1. En consonancia 

con esto último, la visualización in situ del nivel de fosforilación de RPS6 (pS6) 

en las neuronas glutamatérgicas del NV, realizada por ensayos de 

inmunofluorescencia, nos permitió determinar una subpoblación neuronal 

glutamatérgica con una fosforilación basal de RPS6 superior al resto de las 

neuronas glutamatérgicas. Esta subpoblación, de tamaño mayor que el resto de 

las neuronas VGLUT2 del NV, desaparecía en caso de deficiencia de NDUFS4 en 

estado patológico avanzado, sugiriendo una neurodegeneración selectiva de esta 

subpoblación glutamatérgica con elevados niveles basales de fosforilación de 

RPS6. Por tanto, no podemos descartar la idea de que una elevada actividad de 

mTOR, reflejada por una mayor fosforilación de RPS6, sea un factor de 

susceptibilidad en caso de disfunción mitocondrial.  

Por otro lado, como se ha comentado, vías alternativas a las comentadas podrían 

explicar el incremento de la biogénesis ribosomal. En este sentido, otra de las 

dianas clásicas de mTORC1 es 4E-BP (Eukaryotic translation initiation factor 4E-

binding protein). Clásicamente, mTORC1 inhibe este factor por fosforilación. A su 

vez, 4E-BP en su forma activa inhibe eIF4E, encargado de iniciar la traducción de 

los ARNm cap-dependientes (Laplante and Sabatini, 2009). Así, la activación de 

mTOR controla la maquinaria traduccional, no solo a través de S6K1, sino 

también a través de 4E-BP, ofreciendo vías alternativas que explicarían el 

incremento de la biogénesis ribosomal (Park et al., 2017). Cabe destacar, que 

recientemente se ha relacionado la actividad de mTORC1 con la activación del 

factor ATF4 (Park et al., 2017). Clásicamente, ATF4 se ha relacionado con la 

activación de la vía de respuesta de estrés integrada o ISR, la cual produce un 

bloqueo de la síntesis proteica de los ARNm cap-dependientes, pero induce la 

expresión de los transcritos con marcos de lectura alternativos (uORF), como 

ATF4 (Pakos-Zebrucka et al., 2016). Alternativamente, mTORC1 podría activar 
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ATF4 a través de los represores traduccionales 4E-BP independientemente de la 

respuesta de ISR. Esta activación permitiría establecer un balance de los niveles 

de aminoácidos libres de acuerdo con las necesidades celulares en la producción 

proteica (Park et al., 2017). Así pues, dado que en nuestros datos observamos un 

incremento en la asociación al ribosoma del transcrito Atf4, no podemos 

descartar una activación de la vía mTORC1/4E-BP, la cual podría modular, a su 

vez, el incremento de la biogénesis ribosomal observada en las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares con deficiencia de NDUFS4. Futuras validaciones de 

esta vía podrían elucidar los mecanismos que expliquen el beneficio de la 

rapamicina en el modelo murino para SL (Johnson et al., 2013). No obstante, no 

podemos obviar otros factores y vías, como PKR, GCN2 o Ras-ERK/MAPK, que 

puedan estar modulando de alguna manera la síntesis de subunidades 

ribosomales (Mahoney et al., 2009; Li et al., 2018;  Piazzi et al., 2019).  

 

 

1.3. Relevancia y limitaciones de la aproximación de tipo celular 

específico  

La caracterización del perfil traduccional citosólico de dos poblaciones 

neuronales genéticamente definidas susceptibles a la deficiencia del complejo I 

mitocondrial en ratón analizada en la presente tesis doctoral ha señalado la 
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Figura 46. Representación del posible papel de mTORC1 en la activación de la 

biogénesis ribosomal en las neuronas glutamatérgicas vestibulares con deficiencia para 
NDUFS4. Alternativamente al papel de S6K1 (gris) en la activación de la maquinaria 

traduccional, la modulación de 4E-BP podría controlar la expresión de maquinaria 

traduccional. Asimismo, mTORC1 podría ser el responsable de la inducción transcripcional de 

los factores ATF4 y, en extensión, ATF3. RPL/RPS: subunidades ribosomales del complejo 
mayor y menor, respectivamente. Flechas: activación. Línea: inhibición.  
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importancia de realizar una aproximación de tipo celular específico para 

entender las bases moleculares que desencadenan la enfermedad mitocondrial. 

Por un lado, estos resultados han permitido asociar distintas respuestas 

fisiopatológicas a una misma mutación según el perfil de expresión génica de 

cada tipo neuronal, permitiendo entender la susceptibilidad celular de la 

enfermedad mitocondrial. Dichas respuestas, son el reflejo de la comunicación 

retrograda de la mitocondria al núcleo en situaciones de estrés, activando la 

expresión de ciertos factores, que a su vez, tienen como objetivo resolver las 

perturbaciones originarias  mediante la respuesta núcleo-mitocondria (Quirós et 

al., 2016; Mottis et al., 2019). De acuerdo con esto, la ISR, dentro del conjunto de 

respuestas retrogradas mito-nucleares, puede ser activada por distintos tipos de 

disfunción mitocondrial, induciendo diferentes respuestas según el tipo celular 

en el que se encuentre (Mick et al., 2020). Por tanto, la aproximación de tipo 

celular específico aquí aplicada ha permitido identificar distintas respuestas de 

estrés, a una misma mutación mitocondrial, dependientes del tipo celular. 

No obstante, pese a las ventajas expuestas de este tipo de ensayo cabe destacar 

algunas limitaciones a tener en cuenta. En primer lugar, el análisis del ARNm 

asociado al complejo ribosomal no debe entenderse como una medida de 

activación traduccional. Represores traduccionales pueden impedir la síntesis 

proteica bloqueando el conjunto ARN:Ribosoma, como el factor Fragile X mental 

retardation protein (FMRP) (Darnell et al., 2011). En consecuencia, los 

mecanismos patológicos aquí descritos requieren de una exhaustiva validación 

a nivel proteico. Adicionalmente, dado que los resultados aquí expuestos se 

basan principalmente en el análisis de ratones macho, sería conveniente realizar 

la confirmación también en hembras con el fin de descartar posibles diferencias 

sexuales. No obstante, ya que ni en ratón ni en humano se han reportado 

diferencias por dimorfismo sexual en la progresión patológica para el SL, no 

predecimos cambios en este sentido. Por otro lado, otra de las limitaciones de la 

investigación aquí realizada está sujeta a las complicaciones de la tecnología Cre-

LoxP, base del ensayo RiboTag (Sanz et al., 2009; Sanz et al., 2019) usado para 
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marcar los ribosomas de tipos celulares específicos. Específicamente, la posible 

expresión transitoria de la recombinasa Cre en tipos celulares distintos al de 

estudio durante el desarrollo pueden impedir la realización de un estudio de tipo 

celular específico (Song and Palmiter, 2018; Luo et al., 2020). No obstante, con el 

fin de evitar este inconveniente hemos documentado cuidadosamente que la 

expresión de la recombinasa Cre se localizara en el grupo neuronal de interés, 

asegurando la inmunoprecipitación del ARNm de origen neuronal 

glutamatérgico o GABAérgico. En conjunto, nuestros datos indican que mientras 

el modelo para el estudio de la población GABAérgica permite dicho análisis, un 

grupo de ratones utilizados para el análisis glutamatérgico sufre expresión de la 

recombinasa Cre en poblaciones VGLUT2-negativas. La diferencia en el patrón 

de expresión de la recombinasa Cre en cada grupo de animales puede estar sujeta 

al diseño de la línea murina que dirige la expresión de la recombinasa Cre. En el 

caso del grupo GABAérgico, los ratones presentan el gen codificante para la 

recombinasa Cre en el locus de Gad2 (Knock In o KI), tras una secuencia IRES 

(internal ribosome entry site) justo después del codón de terminación del gen, 

evitando la inactivación del gen Gad2 (Taniguchi et al., 2011), mientras que en el 

caso del grupo glutamatérgico la secuencia codificante para la recombinasa Cre 

se introdujo en el locus de Slc17a6 de un cromosoma bacteriano de integración 

aleatoria en el genoma (Borgius et al., 2010). En este sentido, en el caso del grupo 

GABAérgico, aunque la expresión de la recombinasa puede presentarse reducida 

en comparación al ARNm principal presente antes de la secuencia IRES, la 

expresión de la recombinasa Cre correlaciona con la expresión del gen endógeno 

Gad2 al tratarse de un diseño KI. Por el contrario, en el caso del grupo 

glutamatérgico, la expresión de la recombinasa  puede verse afectada por el sitio 

(aleatorio) de integración del cromosoma bacteriano en el genoma o por el 

número de copias integradas del transgén, induciendo cambios en su expresión 

diferentes del gen endógeno (Song and Palmiter, 2018). En este sentido, otras 

líneas murinas, que codifican la recombinasa Cre en el mismo locus que codifica 

para Vglut2 (KI), podrían resultar modelos óptimos para el estudio de la 
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población glutamatérgica en el contexto de enfermedad mitocondrial (Vong et 

al., 2011). Además del tipo de diseño, es posible que parte de la expresión 

indeseada de la recombinasa Cre se deba a dinámicas reguladoras de los genes 

durante el desarrollo que son inevitables, en las cuales la expresión de Slc17a6 

(Vglut2) es transitoria (Borgius et al., 2010). En cualquier caso, la caracterización 

de los distintos ratones aquí presentada garantizó el aislamiento de muestras de 

ARNm asociado a ribosoma suficientemente puras para la población GABAérgica 

o glutamatérgica, permitiendo el análisis del perfil traduccional con resolución 

de tipo celular mediante RNA-Seq. No obstante, no debe descartarse la presencia 

de otros tipos celulares consecuencia de un porcentaje bajo de contaminación o  

co-expresión fisiológica. Así, por ejemplo, la mayoría de las neuronas 

dopaminérgicas del BO son a la vez GABAérgicas (Parrish-Aungst et al., 2007). 

Notablemente, esta es la primera vez que se realiza dicha caracterización para 

los animales presentados en el contexto de deficiencia en Ndufs4. Sin embargo, 

otros estudios recientes han utilizado estos modelos sin tener en cuenta esta 

posible recombinación inesperada, evadiendo el posible impacto de esta en los 

resultados finales (Johnson et al., 2020).  

En conjunto, el estudio del traductoma citosólico de dos poblaciones neuronales 

susceptibles a la deficiencia del complejo I mitocondrial, aquí realizado, ha 

permitido explorar potenciales vías moleculares implicadas en la progresión de 

la enfermedad. Entre estas, la quinasa PKR y el neuropéptido PACAP podrían 

jugar un papel clave a nivel neurodegenerativo en las neuronas GABAérgicas del 

BO y neuroprotector en las neuronas glutamatérgicas del NV, respectivamente. 

La futura comprobación de estas vías podría colaborar significativamente en el 

desarrollo de tratamientos para la enfermedad mitocondrial del SL. Sin embargo, 

no podemos descartar que otras vías estén también implicadas en la 

susceptibilidad neuronal observada en el SL, ni que otras subpoblaciones 

celulares sean también relevantes en la patología. En este sentido, este trabajo 

ha relacionado una robusta actividad basal de mTOR (medida por la fosforilación 

de RPS6) con una subpoblación neuronal glutamatérgica vestibular 
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especialmente vulnerable en caso de deficiencia del complejo I. Dado que esta 

población muere prematuramente no hemos podido incluir su perfil 

traduccional en esta investigación, pero podría resultar de especial interés dado 

el beneficio del tratamiento con rapamicina en enfermedad mitocondrial 

(Johnson et al., 2013). En cualquier caso, esta tesis doctoral ha expuesto 

relevantes vías fisiopatológicas subyacentes a los principales signos clínicos 

observados en el SL, ofreciendo potenciales dianas terapéuticas que podrían 

mejorar la calidad de vida de estos pacientes, y en extensión, preceder de base 

para otras enfermedades mitocondriales, primarias o secundarias.  

 

2. Obtención del perfil traduccional mitocondrial de poblaciones 

definidas genéticamente en tejidos complejos 

Las células eucariotas, además de contener el genoma nuclear, contienen el 

genoma mitocondrial, el cual también posee su propia maquinaria de 

transcripción y traducción (Boczonadi et al., 2018). Esta maquinaria 

mitocondrial está especializada en la síntesis de 13 proteínas implicadas en la 

fosforilación oxidativa, las cuales pueden conllevar a múltiples enfermedades si 

se encuentran alteradas (Boczonadi et al., 2018). Notablemente, cientos de 

factores codificados en el núcleo coordinan la expresión génica del genoma 

mitocondrial (Pearce et al., 2017), señalando que una coordinación correcta 

entre el núcleo y la mitocondria es esencial para sostener el metabolismo 

bioenergético. Igualmente, esta coordinación es importante en la integración de 

señales externas e internas con el fin de coordinar las distintas funciones 

celulares (Quirós et al., 2016; Mottis et al., 2019), siendo especialmente relevante 

en situaciones patológicas o de estrés (Dubinsky, 2009; Vafai and Mootha, 2012). 

En consecuencia, alteraciones en la expresión génica de un genoma tienen un 

impacto directo en la del otro y viceversa, demostrando, además, una marcada 

restricción tisular o celular de la susceptibilidad según la disfunción 

mitocondrial (Dubinsky, 2009; Boczonadi et al., 2018; Mick et al., 2020). De 
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acuerdo con esto, nuestros resultados demuestran que la disfunción del 

complejo I mitocondrial en distintos tipos neuronales impacta de manera 

diferencial en el perfil traduccional citosólico a través de la respuesta retrograda 

basada en la comunicación mitocondria-núcleo. Por tanto, entender los cambios 

en el perfil traduccional mitocondrial y nuclear en conjunto es crucial para 

desenmascarar las vías moleculares que gobiernan la célula. Para ello, en esta 

tesis doctoral se ha diseñado, desarrollado y validado, por primera vez, una 

herramienta (MitoRiboTag) capaz de aislar el perfil traduccional mitocondrial de 

poblaciones celulares definidas genéticamente de tejidos complejos como el 

encéfalo. Esta técnica permite, juntamente con las herramientas para el análisis 

del traductoma citosólico, investigar la complejidad de la comunicación mito-

nuclear, así como la regulación del traductoma mitocondrial a nivel fisiológico y 

patológico.  

La tecnología desarrollada en la presente tesis doctoral está basada en un vector 

viral adenoasociado (AAV) que codifica para la subunidad ribosomal 

mitocondrial MRPL44 fusionada con la proteína eYFP. Este vector viral, 

denominado AAV-DIO-MitoRiboTag, únicamente se expresa a nivel proteico en 

presencia de la recombinasa Cre, permitiendo su expresión en los tipos celulares 

de interés. La validación del uso del AAV-DIO-MitoRiboTag en cultivo celular de 

HEK293T, aquí presentada, demuestra la dependencia de Cre de esta 

herramienta, así como su localización mitocondrial. Asimismo, esta herramienta 

permite el aislamiento del ARNm asociado al ribosoma mitocondrial.  Una 

inmunoprecipitación que in vivo permite aislar casi el 90% de los ribosomas 

mitocondriales marcados con MitoRiboTag (MRPL44·eYFP).  

En comparación con las herramientas basadas en ratones transgénicos para el 

análisis de tipos celulares genéticamente definidos, los vectores virales Cre-

dependientes permiten realizar un marcaje en un marco temporal y región 

anatómica definidos, evitando los problemas asociados a la expresión transitoria 

de la recombinasa Cre en etapas del desarrollo que puedan interferir en el nivel 
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de resolución celular (Song and Palmiter, 2018). Acorde con esto, el análisis de 

la expresión de eYFP, correspondiente a la expresión del constructo 

MitoRiboTag, localiza únicamente en el tipo celular de interés.   

Por el contrario, una de las limitaciones de los vectores virales, en su 

aplicabilidad in vivo en el SNC, es que estos requieren de cirugía estereotáxica. 

Este proceso puede introducir variabilidad en los resultados finales mediante la 

subóptima localización de la transducción del vector viral y/o procesos 

inflamatorios asociados a la misma cirugía o al vector viral (Mastakov et al., 

2002; Armstrong and Tasker, 2014). No obstante, en este trabajo hemos 

demostrado que la posible variabilidad introducida puede optimizarse mediante 

agrupación de tejido de varios animales. Asimismo, los vectores AAV han 

demostrado tener un amplio espectro de seguridad en la clínica y una baja 

inmunogenicidad comparativamente con otros vectores virales (Shirley et al., 

2020), reduciendo así la aparición de efectos no deseados en nuestro diseño 

experimental. Finalmente, la expresión durante largos períodos de tiempo de 

estos vectores virales (Berns and Muzyczka, 2017) permite la atenuación de los 

procesos neuro-inflamatorios asociados a la cirugía estereotáxica.  

En el contexto de la aplicabilidad de esta técnica, el análisis de las muestras de 

ARN aisladas mediante la tecnología MitoRiboTag de neuronas glutamatérgicas 

vestibulares ha indicado que estas presentan ARNr de origen citosólico, además 

del ARNr de origen mitocondrial. Este dato podría considerarse como un factor 

de contaminación. No obstante, el constructo AAV-DIO-MitoRiboTag se expresa 

y traduce en el citoplasma. Así, la inmunoprecipitación de este en el momento de 

su traducción podría incrementar el contenido de ARNr citosólico en la muestra 

final. Adicionalmente, especialmente en levadura, algunos estudios señalan la 

presencia de ribosomas citosólicos cercanos a la membrana externa 

mitocondrial encargados de la traducción de proteínas mitocondriales (Huang et 

al., 2018; Vardi-Oknin and Arava, 2019). Por tanto, esta proximidad podría 

afectar también la pureza del perfil traduccional mitocondrial. Sin embargo, con 
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la introducción de la digitonina (detergente no-iónico), en los tampones de 

homogenización y de lavado, hemos demostrado un mayor enriquecimiento de 

transcritos codificados en el ADNmt en relación con el contenido del 

homogenado inicial. La digitonina es comúnmente usada en preparaciones 

mitocondriales (Busch et al., 2019). Esta presenta una afinidad mayor por el 

colesterol, permitiendo una mayor solubilidad de la membrana plasmática 

celular y la membrana mitocondrial externa (Niklas et al., 2011; Clerc and 

Polster, 2012). La membrana mitocondrial interna, en comparación, presenta un 

contenido menor de colesterol, siendo más rica en otros fosfolípidos, como la 

cardiolipina (Paradies et al., 2014). Así, este detergente no-iónico nos ha 

permitido permeabilizar las membranas celulares conservando los 

componentes internos de la mitocondria, reduciendo la posible contaminación 

de componentes citosólicos. 

Finalmente, cabe mencionar que la proteína fusión MRPL44·eYFP, según el 

análisis proteico aquí expuesto, se expresa paralelamente con la proteína 

MRPL44 nativa. Esto podría reflejar una menor eficiencia en la incorporación de 

MRPL44·eYFP en el complejo ribosomal mitocondrial por su posible 

competición. No obstante, nuestros resultados demuestran que pese a esta 

posible interferencia la tecnología MitoRiboTag permite aislar eficientemente el 

perfil traduccional mitocondrial de poblaciones celulares definidas. Sin embargo, 

es importante resaltar que algunos estudios han demostrado que el ribosoma 

mitocondrial presenta cierta plasticidad en referencia a su conformación 

estructural, composición del ARNr u organización espacial (Kehrein et al., 2015; 

Rorbach et al., 2016; Koripella et al., 2020). Así, la incorporación de la proteína 

eYFP podría modular su funcionalidad en cierto sentido. Por otro lado, otros 

estudios han señalado que diferentes factores nucleares como C12ORF62 o la 

familia MITRAC pueden anteponer la traducción de ciertos transcritos 

codificados en el genoma mitocondrial (Richter-Dennerlein et al., 2016; Wang et 

al., 2020), posiblemente permitiendo la incorporación secuencial de las 

subunidades proteicas de la fosforilación oxidativa según la demanda energética 
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o factores externos (Richter-Dennerlein et al., 2015). Por tanto, no podemos 

descartar que la proteína MRPL44·eYFP pueda afectar la traducción 

mitocondrial. Sería conveniente pues, dada la importancia de los factores 

nucleares, determinar el interactoma de estos ribosomas mitocondriales 

marcados con el fin de establecer posibles diferencias en su regulación. Así, 

recientemente un ratón transgénico con marcaje FLAG en los ribosomas 

mitocondriales a nivel constitutivo ha reflejado la importancia del interactoma 

del ribosoma mitocondrial en la regulación del metabolismo bioenergético 

(Busch et al., 2019).  

En resumen, la aproximación MitoRiboTag desarrollada en esta tesis doctoral 

abre nuevas puertas para entender los mecanismos de regulación de la expresión 

génica mitocondrial, mediante el análisis del perfil traduccional mitocondrial. 

Asimismo, su posible aplicabilidad en el análisis del interactoma podría 

representar otra ventaja en la comprensión de dicha regulación. Por otro lado, 

esta herramienta podría combinarse con otras aproximaciones que permitan el 

análisis del perfil traduccional citosólico, como la herramienta RiboTag (Sanz et 

al., 2009; Sanz et al., 2019), permitiendo la investigación de la comunicación 

mito-nuclear en distintas situaciones fisiológicas y patológicas. Notablemente, 

dado que esta comunicación parece estar sujeta al tipo celular, la aplicabilidad 

del ensayo MitoRiboTag es óptima al permitir el estudio del traductoma 

mitocondrial con resolución de tipo celular específico.  

 

3. La deficiencia del gen nuclear Ndufs4 afecta la asociación al 

ribosoma del transcrito Nd1 codificado en el genoma mitocondrial 

en las neuronas glutamatérgicas vestibulares 

Gracias al desarrollo de la herramienta MitoRiboTag hemos podido observar que 

la deficiencia de NDUFS4 en las neuronas glutamatérgicas del NV de ratón 

produce una reducción de la asociación del transcrito Nd1 con el ribosoma 

mitocondrial, sin afectación significativa del resto de transcritos codificados en 
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el ADNmt. Recientemente, nuestro grupo de investigación ha publicado un 

estudio del proteoma mitocondrial de este mismo tipo neuronal, en el que 

podemos observar que la subunidad ND1 del complejo I es la subunidad que 

presenta una mayor reducción a nivel proteico (Gella et al., 2020), señalando que 

el nivel de asociación al ribosoma del transcrito se corresponde con los niveles 

proteicos. Al contrario que en nuestros resultados, en Nicotiana tabacum se 

observó que el nivel de ARNm para Cox2 asociado a ribosoma no correlaciona 

con el nivel proteico de COX2 (Hameed et al., 2017), indicando que la expresión 

génica mitocondrial implica un complejo proceso de regulación transcripcional, 

postranscripcional y traduccional. La observación aquí expuesta de que 

únicamente el transcrito Nd1, del complejo I, presenta una menor asociación al 

ribosoma sugiere que la deficiencia de NDUFS4 a nivel nuclear impacta 

preferentemente en la subunidad ND1. De la misma manera, la deficiencia del 

gen nuclear COX4, del complejo IV, en cultivo de células humanas HEK293T 

bloquea primariamente la traducción del transcrito MTCO1, también del 

complejo IV, codificado en el genoma mitocondrial (Richter-Dennerlein et al., 

2016), indicando que la deficiencia mitocondrial a nivel nuclear puede bloquear 

prioritariamente la síntesis proteica de ciertos transcritos codificados en el 

genoma mitocondrial, probablemente del mismo complejo mitocondrial. No 

obstante, los factores específicos que determinan esta preferencia es una 

cuestión aún por resolver. Una posible explicación sería que la traducción de las 

distintas subunidades proteicas codificadas en el ADNmt se realiza de acuerdo 

con el orden de ensamblaje de las distintas subunidades en el complejo final 

(Richter-Dennerlein et al., 2016; Wang et al., 2020). En este sentido, ND1 

participa en la unión de la estructura hidrofílica e hidrofóbica del complejo I 

(Hirst, 2013) y su deficiencia causa una disrupción de la biogénesis del complejo 

I, impidiendo el ensamblaje de las distintas subunidades (Lim et al., 2016). 

Asimismo, esta subunidad se encontraría en las primeras subunidades 

ensambladas del complejo I de 400kDa (Mimaki et al., 2012), aunque ND2 

también se ha propuesto como una de las primeras subunidades del ensamblaje 
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(Guerrero-Castillo et al., 2017; Wang et al., 2020). Por lo tanto, podría 

especularse que la deficiencia de NDUFS4 podría bloquear la biogénesis del 

complejo I, impactando en la traducción de las primeras subunidades proteicas 

en unirse. En este contexto, la deleción de los factores de ensamblaje NDUFAF3, 

NDUFAF4, C8orf38 y C20orf7 en fibroblastos humanos tiene un impacto directo 

en los niveles de ND1. Estos factores están implicados en las primeras etapas del 

ensamblaje del complejo I mitocondrial, en la cual se encuentra el paso de 

incorporación de la subunidad ND1. La deficiencia de estos factores promueve, 

en este caso, la rápida proteólisis de la subunidad ND1 dada la falta del 

ensamblaje (Zurita Rendón and Shoubridge, 2012). En el caso de nuestros 

resultados, por tanto, quedaría por resolver que mecanismos, transcripcionales 

o traduccionales, modulan la disminución transcripcional de Nd1 en ausencia de 

NDUFS4.  

Es importante destacar, además, que la deficiencia de NDUFS4 en cultivo celular 

de HEK293T no parece tener un impacto en los niveles de ND1 (Stroud et al., 

2016), mientras que la deficiencia de ND1 en cultivo de sinaptosomas híbridos 

citoplasmáticos afectaría la expresión de NDUFS4 (Lim et al., 2016). Estos 

resultados resaltarían la importancia del modelo y tipo celular utilizado en la 

investigación del proceso de expresión génica mitocondrial. En este sentido, esta 

es la primera vez que se realiza el análisis del perfil traduccional mitocondrial de 

un tipo neuronal específico desde un modelo animal, que además permite 

integrar las respuestas celulares no-autónomas. 

En resumen, la deficiencia de NDUFS4 tiene un impacto directo en la estabilidad 

estructural del complejo I (Petruzzella and Papa, 2002; Papa et al., 2012b). No 

obstante, nuestro análisis del perfil traduccional mitocondrial de las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares con deficiencia de NDUFS4 señalaría que, 

adicionalmente, la síntesis proteica de la subunidad ND1 se vería reducida, en 

parte, debido a una reducción en la asociación al ribosoma mitocondrial del 

transcrito Nd1 (Figura 47). Adicionalmente, aunque el nivel de asociación al 
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ribosoma mitocondrial del resto de las subunidades codificadas en el ADNmt no 

difiere significativamente del grupo control en caso de deficiencia de NDUFS4 en 

las neuronas glutamatérgicas vestibulares murinas, no podemos descartar otro 

tipo de afectación a estas subunidades a otros niveles. Así, el nivel proteico de las 

subunidades ND2 y ND5 sí se ven reducidas en este mismo tipo neuronal (Gella 

et al., 2020). 

  

Dada la importancia de los factores de ensamblaje nucleares en el metabolismo 

mitocondrial (Alston et al., 2017), sería interesante determinar su potencial 

terapéutico dirigiendo el ensamblaje del complejo I en caso de disfunción de 

NDUFS4 en las neuronas glutamatérgicas vestibulares como posible tratamiento 

para los pacientes con SL. Esta mejora podría reducir los problemas motores y 

respiratorios asociados a la disfunción mitocondrial en las neuronas 

glutamatérgicas vestibulares (Bolea et al., 2019), resolviendo una de las 

primeras causas de muerte en el SL (Sofou et al., 2014).  

 

Neuronas VGLUT2

deficientes para 

NDUFS4

Deficiencia

complejo I

mitocondrial

Etapa patológica 

moderada-severa

ND1
Ndufs4

Núcleo

Reducción síntesis ND1

Biogénesis 

complejo I 

mitocondrial

Transcripcional

Post-transcripcional

Traduccional 

(?)

Figura 47. Representación del posible impacto de la deleción de NDUFS4 en el control de 

la expresión génica mitocondrial en las neuronas glutamatérgicas vestibulares. La 

deleción del gen Ndufs4 podría inhibir directamente la biogénesis del complejo I mitocondrial 

por la falta de estabilidad estructural del complejo I. Asimismo, esta deficiencia podría modular 
la expresión génica y proteica de la subunidad ND1 codificada en el ADNmt, la cual impediría la 

biogénesis del complejo I en etapas iniciales del ensamblaje. Flechas: activación. Líneas: 

inhibición.   
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En conjunto a los resultados del perfil traduccional citosólico, esta tesis doctoral 

ha aportado potenciales mecanismos patológicos que pueden resultar de interés 

en el tratamiento del SL. Significativamente, una aproximación de tipo celular ha 

permitido entender la patología en el contexto de disfunción del complejo I 

mitocondrial, más allá de un ambiente neurodegenerativo y neuroinflamatorio, 

elucidando nuevas dianas terapéuticas que representan una nueva oportunidad 

para los pacientes afectados por enfermedades mitocondriales sin cura.  
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Based on the outlined aims and hypothesis of this doctoral thesis, the results 

obtained here allowed us to conclude: 

1. NDUFS4 deficiency, both in rodent GABAergic and glutamatergic neurons, 

activates an immune response in the host tissue. However, the molecular 

mechanisms underlying neuronal susceptibility to mitochondrial complex I 

dysfunction are unique and defined, at least, by the cytosolic translational 

profile of each neuronal population, as demonstrated by the following 

evidences:  

 

1.1. Complex I deficiency in GABAergic neurons from the olfactory bulb early 

promotes an antiviral response mediated by interferon type I. This 

response could be driven by mitochondria-derived factors triggered by 

NDUFS4 deficiency that, in turn, would activate PKR to initiate an 

antiviral response, potentially blocking protein synthesis, exacerbating 

the impairment on oxidative phosphorylation, and disturbing inhibitory 

neurotransmission.  

 

1.2. NDUFS4 deficiency in vestibular glutamatergic neurons leads to an 

increase of Star transcript at early stages of the disease, potentially 

suggesting either a retrograde stress response or the upregulation of 

mechanisms that require cholesterol import to mitochondria, such as 

steroidogenesis, which may be related to the known lipid droplet 

accumulation observed in Ndufs4KO mice. 

 
1.3. Complex I dysfunction in vestibular glutamatergic neurons results in an 

increase of ATF3 expression, which may lead to an increase of 

neuropeptide signaling as a neuroprotective response at severe 

pathological state.  
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1.4. Complex I deficiency in vestibular glutamatergic neurons leads to an 

increase of ribosome biogenesis related transcripts, which are not 

regulated by an increase in mTOR/S6K1 activity, measured by RPS6 

phosphorylation. Alternatively, mTOR/4E-BP pathway could mediate 

the ribosome biogenesis upregulation.  

 

2. Viral vector- based MitoRiboTag approach allows a fast and efficient 

isolation of the mitochondrial ribosome bound mRNA from genetically 

defined cell populations in complex tissues. This technology offers, for first 

time, the opportunity to evaluate the mitochondrial translational profile and 

the mitochondria-nucleus communication in physiological and pathological 

conditions in vivo, with an unprecedent cell type specific resolution.  

 

3. NDUFS4 deficiency negatively impacts the association of Nd1 mRNA to the 

mitochondrial ribosome in rodent vestibular glutamatergic neurons. 

Remarkably, this reduced association is likely to result in decreased levels of 

ND1 protein, therefore interfering with mitochondrial complex I biogenesis 

and aggravating bioenergetic insufficiency in this neuronal type.   

 

4. Overall, the findings presented in this doctoral thesis provide ground-

breaking insights on the pathogenic mechanisms resulting from 

mitochondrial complex I deficiency in susceptible neurons, offering potential 

therapeutic targets that could slow or halt neurodegeneration in Leigh 

syndrome. Further investigation is warranted to validate the functional 

relevance and therapeutic potential of the described mechanisms in the 

pathophysiology of Leigh syndrome. 
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ANEXO 1. Términos significativamente enriquecidos para el análisis de 

ontología génica (GO) según el listado de transcritos diferencialmente 
asociados al ribosoma (DAR) en las neuronas glutamatérgicas vestibulares 

o las GABAérgicas del bulbo olfatorio con deficiencia para el complejo I. 

Neuronas vestibulares VGLUT2-positivas con deficiencia para 
Ndufs4 (P50) 

Término GO Transcritos DAR 
Regeneración de tejido  Lgr6, Mdk, Wnt7a, Yap1 
Regulación negativa de la 
gliogénesis 

Id2, Sox21, Tmem98 

Respuesta a pH Car2, Pkd2l1, Ttpa 
Unión a alcohol Anxa6, Itpr3, Osbpl5, Star 
Respuesta a la progesterona  Abhd2, Sox21, Yap1 
  

Neuronas vestibulares VGLUT2-positivas con deficiencia para 
Ndufs4 (P100) 

Término GO Transcritos DAR 
Gliogénesis Arhgef10, Bok, Dag1, Egfr, Eif2b3, 

Erbb3, Gap43, Gpr17, Itgb4, Lama2, 
Lamb2, Lamc1, Lef1, Lrp1, Mdk, Med12, 
Mmp14, Ndn, Notch1, Penk, Ppp3r1, 
Smo 

Regeneración proyección 
neuronal 

Bex1, Bex2, Dag1, Gap43, Lamb2, 
Lamc1, Ptprf 

Morfogénesis celular Atp7a, Boc, Ccdc141, Chrna7, Cxcl12, 
Cyfip1, Dag1, Ddr1, Egfr, Gap43, Hprt, 
Kcne1l, Kdr, Lama2, Lamb2, Lamc1, 
Llgl1, Lrp1, Lrp4, Mdk, Mfn1, Myh14, 
Ndn, Nfasc, Notch1, Plxnb3, Ptch1, 
Rhobtb3, Smo, Vldlr, Wasf2, Wnt7a, 
Wnt7b 

Axón principal Chrna7, Crhbp, Dag1, Kcna1, Kcnc3, 
Kif13b, Myo1d, Nfasc, Sptbn1 

Organización sináptica Baiap2, Chrna7, Col4a1, Cyfip1, Gabrb2, 
Lamb2, Lamc1, Lipa, Lrp4, Myo6, Nfasc, 
Pcdhgc3, Pgrmc1, Ppfibp1, Ptprf, Snca, 
Wasf2, Wnt7a, Wnt7b 

Unión neuregulina Erbb3, Itga6, Itgb4 
Regulación adhesión célula-
sustrato 

Ccdc80, Cd36, Dag1, Ddr1, Dmp1, Dock1, 
Dock5, Emp2, Itga6, Kcne1l, Kdr, Lims2, 
Lrp1, Mdk, Mmp12, Mmp14, Nid1, 
Notch1, Prex1, S100a10 
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Neuronas vestibulares VGLUT2-positivas con deficiencia para 
Ndufs4 (P100) (Continuación) 

Término GO Transcritos DAR 
Citoesqueleto de actina Aif1l, Amot, Arhgap21, Arhgef2, Arpc5l, 

Bag3, Baiap2, Cdc42ep4, Clic5, Coro1a, 
Fermt2, Itsn1, Llgl1, Lrp4, Myh14, 
Myo1d, Myo6, Nebl, Notch3, Pdlim2, 
Pdxp, Pgm5, Pls1, Sh3pxd2b, Slc2a1, 
Snca, Sorbs1, Sptbn1, Stx1a, Vcam1, 
Wipf1 

Adhesión celular Boc, Ccdc141, Cd93, Cxcl12, Egfr, Esam, 
Itga6, Jam2, Lef1, Lims2, Lipa, Nfasc, 
Pcdhac2, Pcdhga11, Pcdhgc3, Pdgfra, 
Plxnb3, Ptprf, Slc39a8, Stxbp3, Tjp2, 
Vcam1, Wnt7b, Zfp36l1 

Unión a membrana Emp2, Lipa, Lrp4, Sptbn1, Tlcd1 
Membrana plasmática 
basolateral 

Abcc4, Atp7a, Dag1, Ddr1, Egfr, Enpp1, 
Erbb3, Heph, Ide, Itga6, Itgb4, Llgl1, 
Lrp1, Myo1d, Slc22a8, Slc2a1, Slc39a8, 
Slc41a1, Stxbp3 

Proyección neuronal 
terminal 

Adcyap1, Baiap2, Crhbp, Cyfip1, Elk1, 
Itsn1, Kcna1, Kcnc3, Npy, Nts, Oprk1, 
Pdyn, Penk, Rpl26, Snca 

Actividad hormonal 
neuropeptídica 

Adcyap1, Cartpt, Grp, Npy, Nts, Pdyn 

Segregación positiva de 
catecolaminas 

Cartpt, Cxcl12, Oprk1, Pcp4, Stx1a 

Regulación transcripcional 
del promotor para la ARN 
polimerasa II en respuesta al 
estrés oxidativo 

Atf3, Atf4, Bag3, Cd36, Epas1, Nfe2l2, 
Notch1 

Regulación del splicing Aff2, Celf4, Celf5, Khdrbs1, Khdrbs2, 
Magoh, Npm1, Pqbp1, Rbmx, Slc38a2, 
Srsf3, Srsf6, Tra2b 

Ensamblaje del 
complejo 
ribonucleoproteína 

Ago3, Celf4, Celf5, Mcts1, Rbmx, Rpl11, 
Rpl12, Rpl3, Rps28, Snrpd1, Snrpd3, 
Snrpe, Srsf6 

Ribosoma 
citosólico 

Fau, Heg1, Mcts1, Npm1, Rpl11, Rpl12, 
Rpl17, Rpl19, Rpl26, Rpl28, Rpl3, Rpl30, 
Rpl36a, Rpl37, Rpl37a, Rpl41, Rps12, 
Rps20, Rps24, Rps28, Rps3a1, Rps7, 
Rps8, Snca 

Actividad elongasa 
ácidos grasos 

Elovl2, Elovl5, Elovl6, Elovl7 
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Neuronas del bulbo olfatorio GAD2-positivas con deficiencia para 
Ndufs4 (P50) 

Término GO Transcritos DAR 
Proceso biosintético del 
compuesto nitrógeno 

Acadm, Adcy1, Adcy7, Aimp1, Ak2, 
Aldoa, Aprt, Arrb1, Atp5d, Atp5g1, 
Atp5g3, Atp5j, Atp5o, Atp5pb, 
Atpif1, Cd3eap, Chchd1, Cox5b, 
Dtd1, Eef1a2, Eef1b2, Eif1, Eif1ad, 
Eif1b, Eif2ak2, Eif2b4, Eif3g, Eif3k, 
Elob, Elof1, Fau, Gpam, Hint1, 
Lmo4, Moxd1, Mpc2, Mrpl12, 
Mrpl13, Mrpl20, Mrpl24, Mrpl33, 
Mrpl36, Mrpl41, Mrpl43, Mrpl51, 
Mrpl52, Mrpl55, Mrps12, Mrps18c, 
Mrps21, Mrps24, Mrps34, Ndufa7, 
Nhp2, Nt5c, Nt5e, Oasl2, Oaz1, 
Pam16, Pmm1, Polr2e, Polr2f, 
Polr2i, Pparg, Ppargc1a, Rpl10a, 
Rpl11, Rpl12, Rpl13, Rpl13a, 
Rpl18a, Rpl19, Rpl21, Rpl27, Rpl28, 
Rpl30, Rpl34, Rpl35, Rpl35a, Rpl36, 
Rpl37, Rpl6, Rpl8, Rpl9, Rps15, 
Rps16, Rps17, Rps23, Rps26, Rps27, 
Rps29, Rps4x, Rps8, Rps9, Samd8, 
Scai, Snx3, Stat1, Supt4a, Tgfb1, 
Tma7, Uba52, Ubtf, Uqcc3, Urod, 
Uxs1, Znrd1 

Ribosoma Aip, Aurkaip1, Btf3, Chchd1, Fau, 
Gadd45gip1, Imp3, Mrpl12, 
Mrpl13, Mrpl20, Mrpl24, Mrpl28, 
Mrpl33, Mrpl36, Mrpl41, Mrpl43, 
Mrpl46, Mrpl51, Mrpl52, Mrpl55, 
Mrps12, Mrps18c, Mrps21, Mrps24, 
Mrps26, Mrps34, Mt3, Ndufa7, 
Ndufab1, Ppargc1a, Rpl10a, Rpl11, 
Rpl12, Rpl13, Rpl13a, Rpl18a, 
Rpl19, Rpl21, Rpl27, Rpl28, Rpl30, 
Rpl34, Rpl35, Rpl35a, Rpl36, Rpl37, 
Rpl6, Rpl7a, Rpl8, Rpl9, Rps15, 
Rps16, Rps17, Rps23, Rps25, Rps26, 
Rps27, Rps29, Rps4x, Rps8, Rps9, 
Snca, Syp, Uba52 
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Neuronas del bulbo olfatorio GAD2-positivas con deficiencia para 
Ndufs4 (P50) (Continuación) 

Término GO Transcritos DAR 
Ribosoma citosólico Fau, Ppargc1a, Rpl10a, Rpl11, 

Rpl12, Rpl13, Rpl13a, Rpl18a, 
Rpl19, Rpl21, Rpl27, Rpl28, Rpl30, 
Rpl34, Rpl35, Rpl35a, Rpl36, Rpl37, 
Rpl6, Rpl7a, Rpl8, Rpl9, Rps15, 
Rps16, Rps17, Rps23, Rps25, Rps26, 
Rps27, Rps29, Rps4x, Rps8, Rps9, 
Uba52 

Unión ARNr Imp3, Mrpl20, Mrps18c, Nop53, 
Rpl11, Rpl12, Rpl19, Rpl37, Rpl6, 
Rpl8, Rpl9, Rps4x, Rps9, Sbds 

Espliceosoma de tipo U2 Ccdc12, Cwc15, Lsm4, Phf5a, Sart1, 
Sf3b5, Snrnp70, Snrpa1, Snrpb, 
Snrpd2, Snrpe, Snrpf, Snrpg, Snrpn, 
Syf2, U2af2, Zmat2 

Proteosoma Psma2, Psma7, Psmb1, Psmb3, 
Psmb4, Psmb5, Psmb6, Psmb7, 
Psmc3, Psmc4, Psmc5, Psmd10, 
Psmd4, Psmd8, Psmd9, Sem1 

Complejo proteico mitocondrial Areg, Atp5d, Atp5g1, Atp5g3, Atp5j, 
Atp5mpl, Atp5o, Atp5pb, Chchd10, 
Coa3, Cox4i1, Cox5a, Cox6a1, Mcub, 
Micos13, Mrpl12, Mrpl13, Mrpl20, 
Mrpl24, Mrpl28, Mrpl33, Mrpl36, 
Mrpl41, Mrpl43, Mrpl46, Mrpl51, 
Mrpl52, Mrpl55, Mrps12, Mrps18c, 
Mrps21, Mrps24, Mrps26, Mrps34, 
Ndufa1, Ndufa11, Ndufa13, 
Ndufa3, Ndufa4, Ndufa5, Ndufa6, 
Ndufa7, Ndufa8, Ndufab1, Ndufb1-
ps, Ndufb10, Ndufb11, Ndufb3, 
Ndufb5, Ndufb6, Ndufb7, Ndufb8, 
Ndufb9, Ndufc1, Ndufc2, Ndufs3, 
Ndufs4, Ndufs6, Ndufs7, Ndufs8, 
Ndufv2, Pam16, Romo1, Sdhb, 
Smdt1, Timm13, Tomm7, Uqcc3, 
Uqcr10, Uqcrb, Uqcrfs1, Uqcrq 
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Neuronas del bulbo olfatorio GAD2-positivas con deficiencia para 
Ndufs4 (P50) (Continuación) 

Término GO Transcritos DAR 
Complejo proteico membrana 
interna mitocondrial 

Areg, Atp5d, Atp5g1, Atp5g3, Atp5j, 
Atp5mpl, Atp5o, Atp5pb, Chchd10, 
Coa3, Cox4i1, Cox5a, Cox6a1, Mcub, 
Micos13, Ndufa1, Ndufa11, 
Ndufa13, Ndufa3, Ndufa4, Ndufa5, 
Ndufa6, Ndufa7, Ndufa8, Ndufab1, 
Ndufb1-ps, Ndufb10, Ndufb11, 
Ndufb3, Ndufb5, Ndufb6, Ndufb7, 
Ndufb8, Ndufb9, Ndufc1, Ndufc2, 
Ndufs3, Ndufs4, Ndufs6, Ndufs7, 
Ndufs8, Ndufv2, Pam16, Romo1, 
Sdhb, Smdt1, Uqcc3, Uqcr10, 
Uqcrb, Uqcrfs1, Uqcrq 

Organización mitocondrial Aip, Alkbh7, Atp5d, Atpif1, 
Aurkaip1, Calm2, Cav2, Chchd10, 
Coa3, Coq7, Cox14, Cox16, Cox20, 
Cox7a2, Dctn6, Dnlz, Fez1, Fis1, 
Fmc1, Gabarapl2, Hap1, Higd2a, 
Hk2, Map1lc3a, Micos13, Mtfp1, 
Mx1, Mx2, Ndufa1, Ndufa11, 
Ndufa13, Ndufa3, Ndufa5, Ndufa6, 
Ndufa8, Ndufab1, Ndufaf3, 
Ndufaf5, Ndufb1-ps, Ndufb10, 
Ndufb11, Ndufb3, Ndufb5, Ndufb6, 
Ndufb7, Ndufb8, Ndufb9, Ndufc1, 
Ndufc2, Ndufs4, Ndufs6, Ndufs7, 
Ndufs8, Pam16, Park7, Pet100, 
Pink1, Ppargc1a, Rab3a, Romo1, 
Septin4, Slirp, Snca, Surf1, Syp, 
Timm13, Tomm7, Uqcc2, Uqcc3, 
Uqcr10, Uqcrb, Uqcrq 

Supercomplejo mitocondrial Coa3, Cox4i1, Cox5a, Cox6a1, 
Cox7a2, Cox7b, Ndufa1, Ndufa11, 
Ndufa13, Ndufa3, Ndufa4, Ndufa5, 
Ndufa6, Ndufa7, Ndufa8, Ndufab1, 
Ndufb1-ps, Ndufb10, Ndufb11, 
Ndufb3, Ndufb5, Ndufb6, Ndufb7, 
Ndufb8, Ndufb9, Ndufc1, Ndufc2, 
Ndufs3, Ndufs4, Ndufs6, Ndufs7, 
Ndufs8, Ndufv2, Sdhb, Uqcc3, 
Uqcr10, Uqcrb, Uqcrfs1, Uqcrq 
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Neuronas del bulbo olfatorio GAD2-positivas con deficiencia para 
Ndufs4 (P50) (Continuación) 

Término GO Transcritos DAR 
Cadena de transporte de 
electrones 

Coq7, Cox4i1, Cox5a, Cox5b, 
Cox6a1, Cox6c, Cox7a2, Cox7b, 
Glrx5, Ndufa4, Ndufa5, Ndufa7, 
Ndufa8, Ndufb3, Ndufb6, Ndufb8, 
Ndufb9, Ndufc2, Ndufs4, Ndufs6, 
Ndufs8, Ndufv2, Pink1, Ppargc1a, 
Sdhb, Snca, Surf1, Syp, Uqcc3, 
Uqcr10, Uqcr11, Uqcrb, Uqcrfs1, 
Uqcrq, Xdh 

Cadena respiratoria mitocondrial Coa3, Cox14, Cox16, Cox20, Ndufa1, 
Ndufa11, Ndufa13, Ndufa3, 
Ndufa5, Ndufa6, Ndufa8, Ndufab1, 
Ndufaf3, Ndufaf5, Ndufb1-ps, 
Ndufb10, Ndufb11, Ndufb3, 
Ndufb5, Ndufb6, Ndufb7, Ndufb8, 
Ndufb9, Ndufc1, Ndufc2, Ndufs4, 
Ndufs6, Ndufs7, Ndufs8, Pet100, 
Surf1, Uqcc2, Uqcc3, Uqcr10, 
Uqcrb, Uqcrq 

Transferencia electrones Cox4i1, Cox5a, Cox5b, Cox6a1, 
Cox6c, Cox7a2, Cox7b, Glrx5, 
Ndufa4, Sdhb, Surf1, Uqcr10, 
Uqcr11, Uqcrb, Uqcrfs1, Uqcrq, Xdh 

Espacio intermembrana 
mitocondrial 

Ak2, Bloc1s1, Chchd10, Chchd7, 
Cox6b1, Ndufa8, Ndufb7, Park7, 
Pink1, Snca, Sod1, Syp, Timm13, 
Timm8b, Uqcc2 

Respuesta defensa a virus Aimp1, Bst2, Ddx58, Ddx60, Dtx3l, 
Eif2ak2, Exosc4, Gpam, Ifi27, Ifih1, 
Ifit1, Ifit2, Ifit3, Ifit3b, Ifitm3, Irf7, 
Irgm2, Isg15, Lgals9, Mx1, Mx2, 
Nlrc5, Oas1b, Oasl2, Pag1, Parp9, 
Penk, Pqbp1, Rsad2, Rtp4, Stat1, 
Stat2, Trim12c, Trim25, Trim34a, 
Xpr1, Zc3hav1 

Complejo de carga peptídica CMH-
I 

H2-D1, H2-K1, H2-Q4, H2-Q6, H2-
Q7, H2-T23, Tap1, Tapbp 

Respuesta a interferón-alfa Axl, Bst2, Eif2ak2, Ifit1, Ifit2, Ifit3, 
Ifit3b, Ifitm3 

Vía señalización mediada por 
interferón-gamma 

Cdc37, Irgm1, Irgm2, Nlrc5, 
Parp14, Parp9, Pparg 
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Neuronas del bulbo olfatorio GAD2-positivas con deficiencia para 
Ndufs4 (P50) (Continuación) 

Término GO Transcritos DAR 
Sinapsis neurona-neurona Ablim1, Adcy1, Add3, Arrb1, 

Camk1, Chmp4b, Dcc, Dst, Fez1, 
Gng3, Grm7, Igsf9b, Itpr1, Lin7b, 
Lrp8, Lzts1, Macf1, Mib1, Mt3, Mx1, 
Mx2, Neto2, Nlgn1, Pag1, Palm, 
Penk, Ptk2b, Ptprf, Ptprt, Rpl10a, 
Rpl12, Rpl18a, Rpl30, Rpl6, Rpl8, 
Rps25, Shisa9, Slc8a2, Sorcs2, 
Sorcs3, Sptbn1, Syn3, Synpo, Syp, 
Syt5 

Axón Acadm, Ache, Alcam, Arpc3, 
Atp5g1, Bloc1s1, C4b, Calm2, 
Cplx1, Cpne6, Crh, Crhbp, Crmp1, 
Cyth2, Dcc, Dcx, Dpysl3, Dscaml1, 
Dst, Dtna, Dync1i1, Dynll1, Eno1b, 
Fez1, Fkbp1a, Gabrd, Gad2, Grk3, 
Grm7, Hap1, Hcn1, Kcnq3, Lrp8, 
Mt3, Mx1, Mx2, Ngdn, Npy, Ntng2, 
Olfm1, Palm, Park7, Pcdhgb1, Pcp4, 
Penk, Pink1, Ptk2b, Ptprf, Ptprk, 
Pvalb, Rab3a, Reln, Rgs10, Robo2, 
Rogdi, Septin5, Slc1a2, Slc8a2, 
Snca, Sod1, Sptbn1, Ssh1, Stat1, 
Stmn3, Syp, Syt5, Tac1, Tac2, 
Tbc1d24, Tgfb1, Tgfb2, Tpgs1, 
Tpm3, Tprgl, Txn1, Uchl1, Utrn 

Regulación positiva transmisión 
sináptica 

Adcy1, Adra1a, Baiap3, Cacnb3, 
Crh, Crhr1, Dbi, Flot1, Gfap, Hap1, 
Igsf9b, Nlgn1, Nlgn2, Pink1, Ptk2b, 
Reln, Slc8a2, Snca, Ssh1, Stx4a, Syp, 
Syt5, Tac1, Tac2, Tbc1d24 

Presinapsis Ache, Adra1a, Baiap3, Calm2, Clta, 
Cplx1, Crhbp, Dbi, Doc2g, Fkbp1a, 
Flot1, Gad2, Gnb5, Grm7, Hap1, 
Hcn1, Hip1, Itpr1, Kcnk9, Lin7b, 
Mt3, Mx1, Mx2, Nlgn1, Nlgn2, Npy, 
Ntng1, Ntng2, Park7, Penk, Pfn1, 
Ppfibp1, Ppp1cc, Psenen, Rab3a, 
Rab40b, Rabac1, Rgs10, Rogdi, 
Septin3, Septin4, Septin5, Slc1a2, 
Slc8a2, Snca, Stx4a, Syn3, Syp, Syt5, 
Tbc1d24, Tprgl, Vti1b 
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Neuronas del bulbo olfatorio GAD2-positivas con deficiencia para 
Ndufs4 (P50) (Continuación) 

Término GO Transcritos DAR 
Regulación muerte neuronal Arrb1, Atp5g1, Axl, Cd34, Chmp4b, 

Crhr1, Dcc, Egln2, Fis1, Gabrb2, 
Gpnmb, Grm7, Hras, Itpr1, Lancl1, 
Map3k5, Mt1, Mt3, Ndnf, Nenf, 
Park7, Pcp4, Pin1, Pink1, 
Ppargc1a, Prdx2, Ptk2b, Ptprf, 
Snca, Sod1, Ssh1, Syp, Tac1, Tac2, 
Tbc1d24, Tgfb2, Tyro3, Uba52, 
Vegfa 

Regulación corticosterona Crh, Crhr1, Tac1, Tac2 
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