
 

 

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLÁS DE HIDALGO 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUÍMICO-BIOLÓGICAS 

 

 

 

 

 

Programa de Doctorado Institucional en Ciencias Biológicas 

Opción Biología Experimental 

 

 

 

 

INFLUENCIA DE LA PEROXIDACIÓN LIPÍDICA SOBRE LA 

SUSCEPTIBILIDAD DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES AL 

DAÑO POR EL ESTRÉS OXIDATIVO: ESTUDIOS EN Saccharomyces cerevisiae. 

 

 

TESIS 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 

DOCTOR EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 

 

 

PRESENTA 

M. C. CHRISTIAN CORTÉS ROJO 

 

 

 

TUTOR; 

D.C. ALFREDO SAAVEDRA MOLINA 

 

 

MORELIA, MICH. JUNIO DE 2009 



INFLUENCIA DE LA PEROXIDACIÓN LIPÍDICA SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA CADENA DE TRANSPORTE 
DE ELECTRONES AL DAÑO POR EL ESTRÉS OXIDATIVO: ESTUDIOS EN Saccharomyces cerevisiae 

 
CHRISTIAN CORTÉS ROJO                                                                                                                                      IIQB-UMSNH 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
""Respetar las advertencias es caminar a la vida, no hacer 
caso de la corrección es perder su camino"" 
                             (Proverbios. 10.17) 
 
 
 
 
 
 
 
 
""El que aprecia que lo corrijan ama el saber; el que 
aborrece la reprensión es un tonto. Pon todo tu celo en 
instruirte, abre tus oídos a las palabras sabias. Compra la 
verdad, no la revendas; adquiere la sabiduría, la instrucción 
y la inteligencia"" 
                             (Proverbios. 12.1, 23.12, 23.23) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
""Cuando  hables, procura que tus palabras sean mejores que 
tu silencio"" 
                             (Proverbio Indio) 
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RESUMEN 

 La cadena de transporte de electrones (CTE) de la mitocondria juega un papel crucial 

en la generación de la energía necesaria para todas las funciones vitales de la célula. Al mismo 

tiempo, la CTE es una de las principales fuentes generadoras de especies reactivas de oxígeno 

(ERO) en la célula y es una fuente rica de fierro (Fe) y H2O2, las cuales son especies 

potencialmente tóxicas. Dado que los lípidos de membrana son el blanco primario de las ERO, 

la hipótesis de este trabajo es que la peroxidación de los lípidos (lipoperoxidación) 

mitocondriales puede aumentar la sensibilidad de la CTE al daño oxidativo, debido a que 

algunos de los complejos que la conforman requieren de interacciones específicas 

fosfolípidos-proteína para su adecuado funcionamiento. El daño en dichas interacciones podría 

dar lugar a un aumento en la formación de ERO debido a la liberación del Fe de los grupos 

prostéticos de la CTE y a que podría alterarse el flujo de electrones y provocar la reducción 

parcial del oxígeno. Para comprobar esta hipótesis, en el presente trabajo se estudió el efecto 

del estrés oxidativo en la actividad de los complejos de la CTE de mitocondrias de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae, la cual se utilizó como modelo de estudio debido a que su 

composición de ácidos grasos la hace resistente a la lipoperoxidación y a que puede ser 

fácilmente manipulada para aumentar su susceptibilidad a ese proceso. Lo anterior permite 

discernir los efectos que son atribuibles a la lipoperoxidación de aquellos provocados por la 

interacción directa de las ERO con la CTE. El enriquecimiento con ácido linolénico (C18:3) 

aumentó la sensibilidad de a la lipoperoxidación. La lipoperoxidación aumentó la sensibilidad 

de la CTE al estrés oxidativo debido a un aumento en la sensibilidad de los complejos III y IV. 

En ausencia de lipoperoxidación, el -mercaptoetanol y el manitol protegieron la actividad de 

los complejos de la CTE de la inhibición inducida por H2O2 y Fe2+, respectivamente. En el 

complejo III, la lipoperoxidación afectó la reducción del citocromo b, lo cual fue relacionado 

con un aumento en la formación de radical superóxido (O2
•-.). La lipoperoxidación no afectó la 

concentración de citocromos; en contraste, en ausencia de lipoperoxidación, la concentración 

de citocromos c+c1 disminuyó por el estrés oxidativo. Asimismo, la lipoperoxidación aumentó 

la disponibilidad de Fe libre mitocondrial. En conjunto, los datos confirmaron la hipótesis de 

que la lipoperoxidación aumentó la sensibilidad de la CTE al estrés oxidativo, dando lugar a 

una mayor producción de ERO debido al daño en el complejo III y a la liberación de Fe de las 

pozas mitocondriales. 
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ABSTRACT 

 The electron transport chain (ETC) of mitochondrion plays a key role in the generation 

of the energy needed for vital processes of the cell. As well, the ETC is the main source of 

reactive oxygen species (ROS) and is a rich source of iron (Fe), which is potentially toxic due 

to its prooxidant properties.  ETC functionality can become affected through the direct attack 

of ROS over complexes that comprise ETC. Since membrane lipids are the primary target of 

ROS, the hypothesis of this work is that lipoperoxidation can augment the sensitivity of ETC 

to oxidative damage since some ETC complexes require specific phospholipid-protein 

interactions for their adequate functioning. The damage in such interactions could lead to an 

increase in the ROS generation due to Fe release from prosthetic groups of ETC and altered 

electrons flow through ETC causing partial oxygen reduction. To test this hypothesis, in the 

present work it was studied the effect of oxidative stress on the activity of the ETC complexes 

from mitochondria of the yeast Saccharomyces cerevisiae. This microorganism was used as a 

model of study because of its resistance to lipoperoxidation, attributable to its native fatty acid 

composition. In fact, fatty acid composition can be easily manipulated to augment sensitivity 

of yeast to lipoperoxidation, which allows discriminating the effects that are attributable to 

lipoperoxidation from those provoked by direct interaction between ROS with ETC 

components. The enrichment with linolenic acid (C18:3) increased the sensitivity of 

spheroplasts and mitochondria to lipoperoxidation. Lipoperoxidation increased the sensitivity 

of ETC to oxidative stress and this was associated with an increase in the sensitivity of 

complexes III and IV. In the absence of lipoperoxidation, both -mercaptoethanol and 

mannitol revert and protect, respectively, the activity of ETC complexes from the inhibition 

induced by H2O2 and Fe2+. In complex III, lipoperoxidation altered succinate-dependent 

cytochrome b reduction, which was related to an increase in superoxide radical production 

(O2
•-.). Lipoperoxidation did not affect cytochromes content; in contrast, the concentration of 

cytochromes c+c1 was diminished by oxidative stress. Also, lipoperoxidation increased the 

availability of mitochondrial free iron. Taken together, the data confirms the hypothesis that 

lipoperoxidation increased the sensitivity of ETC to oxidative stress, giving rise to a higher 

ROS production due to damage in complex III and the release of Fe from mitochondrial pools. 
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1.- INTRODUCCION 

1.1 Importancia de la cadena de transporte de electrones de la mitocondria en la 

supervivencia de la célula. Las células de los organismos vivos utilizan el ATP como fuente 

universal de energía para llevar a cabo una multitud de reacciones bioquímicas que son 

fundamentales para la supervivencia de las células y de los organismos. Casi cualquier trabajo 

celular se lleva a cabo gracias a la energía aportada por el ATP. Por ejemplo, el trabajo 

mecánico como la contracción muscular en los organismos pluricelulares (Regnier et al. 1998) 

y el movimiento flagelar en los organismos unicelulares (Christen et al. 1987), el movimiento 

de los cromosomas durante la mitosis (Cande y Wolniak 1978) y el transporte de sustancias a 

través de las membranas celulares (Ames 1998), dependen de la disponibilidad de ATP. Para 

el trabajo químico, el ATP aporta la energía química necesaria para la síntesis de biomoléculas 

mediante el acoplamiento de su hidrólisis (un proceso exergónico) con reacciones que se 

llevan a cabo de manera no espontánea (procesos endergónicos). Además del papel 

propiamente energético del ATP, también controla diversas reacciones metabólicas al inactivar 

enzimas por cambios conformacionales inducidos por fosforilación (Peña et al. 1979).  

Asimismo, el ATP sirve como molécula de señalización en plantas y animales (Gordon 1986, 

Chivasa et al, 2005)  

 Dada la importancia del ATP en los seres biológicos, la mitocondria juega un papel 

crucial en la supervivencia de los organismos eucariontes debido a que ese orgánulo es la 

principal fuente de generación de ATP. La energía necesaria para su síntesis es producida por 

la cadena de transporte de electrones (CTE) de la mitocondria. La CTE es un ensamble de 

cuatro complejos enzimáticos (tres en la levadura Saccharomyces cerevisiae debido a la 

ausencia del complejo I [de Vries y Grivell 1988]) embebidos en la membrana interna de la 

mitocondria (Esquema 1). Tres de esos complejos (I, III y IV) funcionan como bombas redox 

de electrones, acoplando el transporte de electrones a la translocación vectorial de protones. El 

transporte de electrones entre los complejos es facilitado por unos acarreadores de electrones 

(ubiquinona y citocromo c) que sirven para conectar eléctricamente a los complejos 

respiratorios (Nicholls y Ferguson 2002).  

En la CTE se oxidan sustratos reducidos tales como el NADH o el succinato y los 

electrones provenientes de estas reacciones de oxidación son transportados a través de los 

complejos de la CTE hasta el O2, el cual funciona como aceptor final de electrones en los 
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organismos aerobios. Este transporte está acoplado a una translocación vectorial de protones 

hacia el espacio intermembranal, generando una diferencia de pH y de cargas eléctricas (el 

potencial electroquímico, ΔΨ) a través de la membrana interna de la mitocondria. El ATP se 

sintetiza en la ATP sintasa a partir de ADP y fosfato inorgánico aprovechando la energía 

generada por el ΔΨ (Saraste 1999). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 1. Componentes de la cadena de transporte de electrones. NADH:ubiquinona 
oxidorreductasa (CI), succinato:ubiquinona oxidorreductasa (CII), ubiquinona:citocromo c 
oxidorreductasa (CIII), citocromo c oxidasa (CIV), ubiquinona (Q), citocromo c (c). El NADH 
y el succinato son oxidados en los complejos I y II, respectivamente, y los electrones 
derivados de estas oxidaciones son transportados hacia el O2. El transporte de electrones está 
acoplado a la translocación de protones la cual genera el potencial electroquímico (ΔΨ) cuya 
energía es aprovechada por la ATP sintasa para la síntesis de ATP. En S. cerevisiae, el 
compleio I está ausente. Tomado y modificado de Rötig y Munnich 2003. 

 

1.2 Particularidades de la CTE de S. cerevisiae. En la mayoría de los animales y hongos 

utilizados como modelos biológicos de estudio, el complejo I (NADH-ubiquinona 

oxidorreductasa) constituye el único punto de entrada de los electrones provenientes del 

NADH a la CTE. Esta enzima acopla la transferencia de electrones del NADH a la ubiquinona 

con la translocación de protones a través de la membrana interna mitocondrial. Está 

constituida por 46 subunidades, 8 centros Fe-S y un FMN. La actividad del complejo I se 

inhibe en presencia de los inhibidores rotenona y piericidina (Matsuno-Yagi y Yagi 2001).  



INFLUENCIA DE LA PEROXIDACIÓN LIPÍDICA SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE 
ELECTRONES AL DAÑO POR EL ESTRÉS OXIDATIVO: ESTUDIOS EN Saccharomyces cerevisiae 

 
CHRISTIAN CORTÉS ROJO                                                                                                                                      IIQB-UMSNH 

 5 

En contraste, las mitocondrias de la levadura S. cerevisiae carecen de complejo I. En su 

lugar, los equivalentes reductores son transferidos hacia la CTE mediante tres NADH 

deshidrogenasas alternas (NDE): Nde1p, Nde2p y Ndip (Esquema 2). A Nde1p y Nde2p se les 

denomina NADH deshidrogenasas externas debido a la orientación de su sitio catalítico hacia 

el espacio intermembranal, mientras que Ndip es considerada una deshidrogenasa interna 

debido a la orientación de su sitio catalítico hacia la matriz mitocondrial (Bunoust et al. 2004). 

Estas enzimas alternas están constituidas por una sola subunidad, contienen FAD como único 

grupo prostético y son insensibles a los inhibidores clásicos del complejo I. La principal 

diferencia funcional de las NDE respecto al complejo I es que el transporte de electrones hacia 

el ubiquinol no esta acoplado a la translocación de protones (Joseph-Horne et al. 2001). 

En los organismos que carecen de NADH deshidrogenasas alternas (p. ej., los 

mamíferos), el NADH producido en el citosol puede ser utilizado en la mitocondria 

únicamente por un proceso indirecto el cual se lleva a cabo por la lanzadera de aspartato-

malato. En contraste, el NADH citosólico de la levadura es canalizado por la porina de la 

membrana externa mitocondrial hacia Nde1p y Nde2p, las cuales transfieren los electrones del 

NADH hacia la CTE. Por esta razón, estas enzimas han sido consideradas como el equivalente 

fisiológico de la lanzadera aspartato-malato de mitocondrias de mamíferos (Overkamp et al. 

2000). Ndip oxida el NADH producido en la matriz por el ciclo de Krebs o por la alcohol 

deshidrogenasa mitocondrial; por esta razón se le considera la contraparte fisiológica del 

complejo I (De Vries y Marres, 1987).   

A diferencia de otros hongos, la levadura se encuentra inusualmente adaptada el 

crecimiento anaerobio y por implicación, a la producción citosólica de NADH (Joseph-Horne 

et al. 2001). Incluso bajo condiciones totalmente aeróbicas, la producción citosólica de NADH 

es importante debido a que la levadura tiene una fuerte tendencia hacia la fermentación 

alcohólica, de tal modo que la fermentación más que la respiración es la modalidad 

predominante del metabolismo mientras haya una abundante disponibilidad de glucosa en el 

medio (Luttik et al. 1998). En adición, el NADH se produce en el citosol durante la síntesis de 

algunos aminoácidos (De Vries y Grivell 1988). La adaptación de la levadura a una alta 

producción de NADH se atribuye a las NADH deshidrogenasas externas, ya que estas enzimas 

juegan un papel fundamental en el mantenimiento del balance redox citosólico al constituir el 



INFLUENCIA DE LA PEROXIDACIÓN LIPÍDICA SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE 
ELECTRONES AL DAÑO POR EL ESTRÉS OXIDATIVO: ESTUDIOS EN Saccharomyces cerevisiae 

 
CHRISTIAN CORTÉS ROJO                                                                                                                                      IIQB-UMSNH 

 6 

principal sistema de reoxidación del exceso de NADH producido en el citosol (Overkamp et al 

2000).    

La presencia de dos NADH deshidrogenasas externas podría parecer redundante; sin 

embargo, su duplicidad le confieren al metabolismo mitocondrial de la levadura una gran 

plasticidad ya que el papel de estas enzimas puede cambiar de acuerdo a las diferentes 

condiciones bajo las cuales este organismo puede crecer (Bunoust et al. 2004, Melo et al. 

2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2. Representación de la CTE de S. cerevisiae; ex, NADH deshidrogenasas 
externas; in, NADH deshidrogenasa interna; UBQ, poza de ubiquinol:ubiquinona; c, 
citocromo c. Nótese la ausencia del complejo I. Las flechas indican la dirección del flujo de 
electrones. Tomado y modificado de Joseph-Horne et al. 2001 

 

Otra enzima que no se encuentra en las CTE típicas es la oxidasa alterna (AOX). Esta 

enzima cataliza la oxidación del ubiquinol y la reducción del O2 a H2O. Una función  

fisiológica propuesta para esta enzima es la disminución en la formación de ERO durante la 

inhibición de los complejos III y IV. Bajo esta condición, la ubisemiquinona se acumula en los 

sitios de unión a quinonas de los complejos I y III y se produce un aumento en la formación de 

ERO (Muller et al. 2002). La presencia de la AOX previene este efecto al tomar el papel del 

complejo III en la oxidación del ubiquinol y del complejo IV en la reducción del oxígeno. Esto 

puede tener relevancia fisiológica en hongos patógenos de plantas para evitar la respuesta de 

defensa basada en la producción de NO. Sin embargo, en el caso de S. cerevisiae, esta enzima 

no se encuentra presente ya que la presencia simultanea de las NDE y la AOX daría lugar a 

una respiración totalmente desacoplada en la cual la producción de ATP sería nula debido a 
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que no existiría bombeo de protones. De hecho, no se conoce ningún hongo en el cual el 

complejo I este ausente y la AOX presente (Joseph-Horne et al. 2001).  

Por lo tanto, las características de la mitocondria de la levadura representan una ventaja 

para el estudio de la producción de ERO a nivel del complejo III, ya que la ausencia del 

complejo I permite asumir que la totalidad de las ERO producidas en la mitocondria provienen 

del complejo III, mientras que la ausencia de AOX constituye una variable menos que 

controlar durante la detección de las ERO.  

 

1.3 El estrés oxidativo en la mitocondria y el papel del complejo III en la producción de 

especies reactivas del oxígeno.  Uno de los problemas del transporte de electrones en la CTE 

es que su eficacia no es del 100% debido a que algunos electrones pueden escapar de los sitios 

catalíticos de la CTE y reducir parcialmente al O2 dando lugar a la formación de especies 

reactivas del oxígeno (ERO) tales como el radical superóxido (O2
•-) o el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) (Turrens 2003). Diversas condiciones, entre las que destacan: ciertos 

inhibidores de la CTE (p. ej., la antimicina A), algunos estados patológicos (p. ej., la isquemia-

reperfusión [Paradies et al. 2004]) o una disminución en la capacidad antioxidante de la 

mitocondria, aumentan la generación de ERO, provocando estrés oxidativo que puede afectar 

el correcto funcionamiento de la CTE y como consecuencia, condicionar la generación de 

energía necesaria para la supervivencia de la célula. El estudio de los mecanismos por los que 

el estrés oxidativo causa disfunción mitocondrial se ha convertido en un importante tema de 

estudio, debido a que participa  en una amplia variedad de desórdenes, como el daño hepático 

por el virus de la hepatitis B (Lee et al, 2004), el daño por isquemia-reperfusión (Lucas y 

Szweda 1998), el cáncer (Guo y Lemire 2003), la diabetes (Green et al. 2004) o enfermedades 

degenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la 

esclerosis lateral amiotrófica (Sen et al. 2006). 

Uno de los principales sitios de generación de ERO es el complejo III, también 

conocido como complejo ubiquinona:citocromo c oxidorreductasa o complejo de citocromos 

bc1. El complejo III transfiere los electrones de la ubiquinona reducida (ubiquinol, QH2) hacia 

el citocromo c y transloca cuatro protones hacia el lado electropositivo de la membrana 

(espacio intermembranal) por par de electrones transferidos a dos moléculas de citocromo c 

(Trumpower 1990). El ciclo Q es el mecanismo por el cual complejo III transfiere electrones 
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desde el QH2 hacia el citocromo c y acopla este proceso a la translocación de protones. 

Durante el ciclo Q (Esquema 2), el QH2 es oxidado en el sitio quinol oxidasa (QO) mediante 

una reacción que de manera divergente, transfiere los dos electrones del QH2, uno de ellos 

hacia el grupo Fe-S de la subunidad de Rieske (ISP) y el otro al hemo bL de la subunidad 

citocromo b (reacciones 1a y 1b).  El electrón de la ISP es transferido al citocromo c a través 

de la subunidad citocromo c1 mediante la rotación del dominio extrínseco de la ISP hacia las 

inmediaciones del citocromo c1 (reacción 2). Al mismo tiempo, dos protones son liberados del 

sitio QO hacia el espacio intermembranal. El electrón del hemo bL es transferido al hemo bH 

(reacción 3) y este último reduce parcialmente una molécula de ubiquinona (Q) a radical 

ubisemiquinona (QH•) en el sitio quinol reductasa (Qi) (reacción 4). En un segundo ciclo de 

reacciones, otra molécula de QH2 es oxidada en el sitio QO, se reduce otra molécula de 

citocromo c, se liberan otros dos protones al espacio intermembranal y se reduce la QH•  del 

sitio Qi para formar una molécula de QH2 (reacción 5), concomitante con el consumo de dos 

protones en el sitio Qi (Hunte et al. 2003).  

La interrupción en la transferencia de electrones entre los componentes redox del 

complejo III puede llevar a la aparición de reacciones colaterales a las que ocurren durante el 

ciclo Q, que son responsables por la formación de ERO. Por ejemplo, el tratamiento con el 

inhibidor antimicina A bloquea la reoxidación del citocromo bH en el sitio Qi, causando que 

los electrones se acumulen en los hemos del citocromo b y que ocurra una transferencia 

reversa de los electrones hacia la ubiquinona en el sitio QO (reacción 6, línea punteada) para 

producir radical QH•, el cual puede reducir al oxígeno a radical superóxido (O2
•-, reacción 7) 

(Muller et al. 2002). La formación de O2
•- en presencia de antimicina puede inhibirse en 

presencia del inhibidor estigmatelina, el cual evita la oxidación del QH2 en el sitio QO. 
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Esquema 2. El ciclo Q. Q: ubiquinona; Q•-: ubisemiquinona; QH2: ubiquinol; O2

•-: radical 
superóxido; ISP: subunidad Fe-S de Rieske; bL: hemo bL; bH: hemo bH; c1: citocromo c1;  c: 
citocromo c. Ψ

- y Ψ
+ designan el lado electronegativo (matriz) y el lado electropositivo 

(espacio intermembranal), respectivamente, de la membrana interna mitocondrial. QO y Qi 
indican la orientación de los sitios quinol oxidasa y quinol reductasa, respectivamente, en 
relación con la membrana interna mitocondrial. Tomado y modificado de Hunte et al. 2003. 
 

1.4 La lipoperoxidación y la disrupción de los centros redox de los complejos 

respiratorios en la disfunción de la CTE y la producción de ERO. Por lo general, las ERO 

son especies de vida media corta que reaccionan rápidamente con las moléculas cercanas a su 

sitio de generación. Entre las biomoléculas que constituyen las membranas biológicas, los 

ácidos grasos poliinsaturados muestran la mayor susceptibilidad al ataque oxidativo por las 

ERO (Pamplona et al. 1998). Por lo tanto, los lípidos insaturados de la membrana interna 

mitocondrial constituyen el principal blanco de las ERO generadas en los complejos de la 

CTE. La peroxidación de lípidos (lipoperoxidación) inactiva a las enzimas unidas a las 

membranas biológicas y disminuye la fluidez de las mismas (Rice-Evans y Burdon 1994). En 

conexión con lo anterior, diversos estudios han identificado a la lipoperoxidación como la 

principal causa de disfunción mitocondrial durante el estrés oxidativo. Por ejemplo, la 

exposición de partículas submitocondriales de corazón de bovino (Forsmark-Andreé et al. 

1997) o sinaptosomas de rata (Cardoso et al. 1999) a un sistema de generación de radical 

hidroxilo (OH•), diminuyó las actividades de los complejos II, III y IV de la CTE y las 

concentraciones de Q y citocromos c+c1; estos efectos fueron asociados a un aumento en los 
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niveles de lipoperoxidación. Asimismo, en mitocondrias aisladas de corazón de rata y bovino 

sujetas a un ciclo de isquemia-reperfusión, se observó que la producción de H2O2 aumentó en 

presencia de succinato como sustrato respiratorio, causando la pérdida del fosfolípido 

cardiolipina debido a un aumento en los niveles de lipoperoxidación, lo cual se asoció con una 

disminución en la velocidad de respiración en estado 3 atribuida a una inhibición parcial en las 

actividades de los complejos I y III (Petrosillo et al. 2003, Paradies et al. 2004). 

Dichos estudios ponen de relieve el papel de la destrucción de la Q y de la cardiolipina 

como la principal causa de disfunción de la CTE. Sin embargo, poco se ha explorado acerca 

del efecto de la lipoperoxidación sobre los componentes redox de los complejos de la CTE (p. 

ej., los citocromos). Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo en partículas submitocondriales 

de corazón de bovino, se observó que el contenido de citocromo c y la reducción del 

citocromo b por sustratos respiratorios disminuyen bajo condiciones lipoperoxidantes 

inducidas con ascorbato y ADP/Fe3+ (Forsmark-Andree et al. 1997). Sin embargo, a partir de 

estos resultados parece difícil establecer una correlación directa entre las anomalías en la 

reducción y el contenido de citocromos y la lipoperoxidación, puesto que el efecto directo de 

las ERO sobre los citocromos no fue descartado de manera apropiada (p. ej., no se usaron 

inhibidores de la lipoperoxidación).  

El efecto de la lipoperoxidación sobre la transferencia de electrones en los citocromos 

es una importante cuestión a elucidar debido a que, durante la catálisis del complejo III, los 

citocromos participan en la transferencia de electrones en los sitios de generación de ERO 

(Hunte et al. 2003). Además, existe un vínculo entre la  transferencia de electrones en los 

citocromos y la integridad de los lípidos de la membrana interna mitocondrial, ya que se han 

establecido interacciones específicas entre los fosfolípidos y subunidades del complejo III que 

son esenciales para su correcta conformación y actividad catalítica. Por ejemplo, se ha descrito 

una interacción específica entre fosfatidilinositol y una región flexible de la ISP, que permite 

el movimiento rotacional del dominio cabeza de esta subunidad entre las proximidades del 

hemo bL del citocromo b y el citocromo c1 (Lange et al. 2001). Se ha sugerido que este 

movimiento rotacional es parte del mecanismo que permite la oxidación concertada del 

ubiquinol por parte de la ISP y el citocromo bL que impide la formación del radical QH• en el 

sitio QO (Zhu et al. 2007). Asimismo, la deslipidación del complejo III altera la unión de la 

antimicina A en un modo reversible al adicionar cardiolipina, lo que refleja  que el citocromo 
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b requiere este fosfolípido para una estabilización adecuada de su estructura (Tsai et al. 1986). 

La relación de la lipoperoxidación con la alteración de los centros redox del complejo III fue 

puesta de manifiesto en mitocondrias de hígado de rata, donde se encontró que el complejo III 

es la enzima de la CTE más susceptible al ataque por radicales libres, producidos por el 

sistema ascorbato/Fe, sin observarse alteraciones estructurales en las subunidades del 

complejo. Así, se sugirió que la sensibilidad podría explicarse por daño específico de los 

centros redox del complejo, debido a alteraciones en las interacciones fosfolípidos-proteínas 

(Reinheckel et al. 1995). 

 

1.5 La mitocondria como una fuente rica en inductores de la lipoperoxidación. La 

mitocondria es una fuente rica en especies químicas que pueden estimular la lipoperoxidación 

al generar el radical hidroxilo (OH•), el cual puede iniciar y propagar dicho proceso (North et 

al. 1992). Esas especies químicas son el Fe y el peróxido de hidrógeno (H2O2). El Fe es un 

metal de transición que puede catalizar la formación de radical OH• en presencia de H2O2 

mediante la reacción de Fenton (Reacción 1) (Winterbourn 1995): 

 

Fe2+ + H2O2                           Fe3+ + OH•  + OH- 
 

Asimismo, el Fe en estado reducido (Fe2+), puede dar lugar a la formación de un agente 

oxidante fuerte con características de radical OH• (North et al. 1992). La mitocondria es una 

fuente importante de Fe debido a que: (1) en este orgánulo se lleva a cabo casi la totalidad de 

la síntesis de los centros Fe-S y la incorporación de Fe en la protoporfirina IX, el cual es el 

paso final para la síntesis de grupos hemo (Kwok y Kosman 2005) y (2) la CTE es rica en 

centros Fe-S y grupos hemo, debido a la capacidad del Fe para cambiar su estado de oxidación 

y transferir electrones (González-Halphen y Vázquez-Acevedo 2002).  

La CTE de la mitocondria es considerada como una de las fuentes más importantes de 

producción de O2
•- en los organismos aerobios (Halliwell y Gutteridge 1999). A su vez, el 

radical O2
•- producido en la mitocondria es rápidamente convertido a H2O2 por la superóxido 

dismutasa de manganeso (MnSOD) (Liu et al. 2002), lo que convierte a la mitocondria en uno 

de los sitios más importantes de generación de H2O2 en la célula. No obstante que entre las 

ERO el H2O2 es un oxidante débil y una especie generalmente poco reactiva (Halliwell y 
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Gutteridge 1999), su reacción con Fe en estado libre produce especies más oxidantes que 

pueden estimular la lipoperoxidación, tales como el radical OH• (Winterbourn 1995). 

Asimismo, el H2O2 puede favorecer la formación de OH• y la lipoperoxidación al aumentar la 

disponibilidad del Fe en estado libre por degradación de los grupos hemo y los centros Fe-S de 

algunas proteínas (Jang e Imlay 2007; Halliwell y Gutteridge 1999), lo que ocasiona la 

liberación del Fe contenido en estos grupos prostéticos. 

En síntesis, la abundancia de Fe en la mitocondria y su importante capacidad para 

generar H2O2 son factores que podrían conjugarse para afectar el funcionamiento de la CTE 

mediante la generación de radical OH•, producto de la interacción entre estas dos especies 

químicas y la consecuente estimulación de la lipoperoxidación. 

 

1.6 La importancia del grado de insaturación de los ácidos grasos de las membranas 

mitocondriales y su susceptibilidad a la lipoperoxidación. Algunos estudios han mostrado 

que el grado de insaturación de las membranas mitocondriales y su susceptibilidad a la 

lipoperoxidación podrían jugar un papel clave en procesos importantes tales como el 

envejecimiento o el desarrollo de algunos tipos de cáncer (Herrero et al. 2001, Ng et al. 2005). 

Lo anterior ha sido relacionado con la formación mitocondrial de ERO y el daño inducido por 

las mismas sobre los componentes de la CTE. Sin embargo, no se ha estudiado a fondo el 

mecanismo mediante el cual la lipoperoxidación y el daño a la CTE provocan un aumento en 

la formación de ERO. 

En el caso del envejecimiento, se ha encontrado que las especies animales con mayores 

longevidades tienen un contenido de ácidos grasos con un nivel de insaturación menor que el 

de las especies menos longevas. Asimismo, la generación mitocondrial de ERO es menor en 

especies con mayor longevidad. Por lo tanto, se ha propuesto que un menor grado de 

insaturación lipídica podría disminuir la susceptibilidad a la lipoperoxidación y contribuiría a 

preservar la funcionalidad mitocondrial (Pamplona et al. 1998, 2000). Además, se ha sugerido 

que la mayor resistencia a la lipoperoxidación y la tasa reducida de producción de ERO 

podrían estar mecanísticamente interconectadas. Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo en 

mitocondrias de corazón de ratas a las cuales se les manipuló el grado de insaturación de sus 

membranas mediante la administración en la dieta de ácidos grasos altamente insaturados (p. 

ej. ácido docosahexanoico, C22:6), se encontró que el aumento en el grado de insaturación 
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incrementó los niveles de lipoperoxidación y esto fue asociado con un aumento en la 

producción de ERO en el complejo III en presencia de antimicina A. Sin embargo, dicha 

relación fue solo asociativa y no se investigó el mecanismo mediante el cual los niveles 

mayores de lipoperoxidación dieron lugar a un incremento en la formación de ERO (Herrero 

et al. 2001). En adición, en este trabajo no se descartó la posibilidad de que otros cambios 

inducidos por el tratamiento dietético, diferentes de su impacto sobre la composición lipídica, 

pudieran ser también responsables de las variaciones observadas en el daño oxidativo a los 

lípidos y la tasa de generación de ERO. 

En otro estudio, se demostró que la presencia de ácidos grasos altamente insaturados 

aumenta durante el envejecimiento de ciertos órganos (p. ej., los testículos), lo cual trae como 

consecuencia un aumento en la susceptibilidad a la lipoperoxidación y en la formación de 

ERO y una disminución en la actividad de la CTE. Sin embargo, en dicho trabajo no se 

encontró una relación directa entre los niveles de lipoperoxidación y la sensibilidad de los 

complejos de la CTE a dicho proceso, lo cual fue atribuido a la alta actividad de ciertos 

sistemas antioxidantes encargados de remover los productos de la lipoperoxidación en 

mitocondrias de testículo (Vázquez-Memije et al. 2008).   

Asimismo, se ha demostrado que la incorporación de C22:6 aumenta los niveles de 

lipoperoxidación y la producción de ERO en una línea inmortalizada de colonocitos de rata 

sujetos a un tratamiento con butirato. Sin embargo, en este caso solo se investigó la relación 

entre la producción de ERO y la inducción de la apoptosis y no se exploró el mecanismo 

mediante el cual el butirato y la incorporación de C22:6 aumentaron la tasa de generación de 

ERO en la mitocondria (Ng et al. 2005).  

Una posible alternativa para manipular el contenido de ácidos grasos de las membranas 

mitocondriales es la adición directa de ácidos grasos con diferentes grados de insaturación a 

mitocondrias aisladas. Sin embargo esta estrategia plantea algunos problemas si se pretende 

estudiar el efecto de la lipoperoxidación sobre la sensibilidad de la CTE al estrés oxidativo y 

su relación con la producción de ERO. Por ejemplo, en algunos casos, la adición directa de 

ácidos grasos a mitocondrias aisladas inhibe per se la actividad de la CTE y provoca un 

aumento en la producción de ERO (Cocco et al. 1999, Bondy y Marwah 1995) mientras que 

en otros casos, los ácidos grasos promueven el desacoplamiento de la fosforilación oxidativa 

dando lugar a una disminución en la formación de ERO (Korshunov et al. 1998).  
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Por lo tanto, para estudiar la relación entre la lipoperoxidación, la inhibición de la CTE 

y la formación de ERO es deseable contar con un modelo en el cual la composición de ácidos 

grasos pueda ser manipulada in vivo para evitar los problemas derivados de la adición directa 

de los ácidos grasos a la mitocondria y la posible influencia de factores dietéticos que puedan 

influir en la producción de ERO y el funcionamiento de la CTE. Además, puede ser 

conveniente contar con un modelo en el cual la lipoperoxidación pueda ser anulada totalmente 

para discriminar los efectos de la lipoperoxidación sobre la funcionalidad de la CTE de 

aquellos producidos directamente por la interacción entre las ERO y los componentes de la 

ETC. A este respecto, las mitocondrias provenientes de modelos de mamíferos son poco 

convenientes ya que sus membranas por lo general están constitutivamente formadas por 

ácidos grasos susceptibles a la lipoperoxidación (Faulks et al. 2006).  

 

1.7 La mitocondria de la levadura S. cerevisiae como un modelo ideal para evaluar los 

efectos de la lipoperoxidación en la CTE. La levadura S. cerevisiae es un microorganismo 

unicelular eucarionte que posee casi todas las estructuras subcelulares, incluyendo las 

mitocondrias, observadas en los organismos eucariontes más complejos. Los estudios con la 

mitocondria de la levadura han sido clave para entender las funciones mitocondriales en 

organismos superiores, ya que la función mitocondrial y su composición proteica se encuentra 

conservada (Prokisch et al. 2006; Boldogh y Pon 2007). S. cerevisiae es un microorganismo 

aerobio facultativo que puede crecer bajo condiciones anaerobias con una fuente de carbono 

fermentable. Esta característica es una importante ventaja con respecto a otros modelos 

biológicos pues permite crecer células de levadura, aún con mutaciones en el ADN 

mitocondrial, que causen deficiencias respiratorias debido al daño a una o algunas funciones 

específicas (Contamine y Picard 2000). De este modo, se puede determinar si la mitocondria 

se encuentra involucrada en algún fenómeno en particular (p. ej., la muerte celular, la síntesis 

de algún metabolito, etc.) 

 Una de las peculiaridades de las células de S. cerevisiae es su composición membranal 

de ácidos grasos, donde 70-80% son ácidos grasos monoinsaturados: ácido palmitoleico 

(C16:1) y ácido oleico (C18:1), y el resto son ácidos grasos saturados: ácido palmítico (C16:0) 

y ácido esteárico (C18:0) (Bossie y Martin 1989). Una composición similar se observa en la 

mitocondria cuando la levadura crece en una fuente de carbono no fermentable (Tuller et al. 
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1999). Los ácidos grasos monoinsaturados de la levadura son sintetizados a partir de sus 

precursores acil-CoA por la desaturasa del retículo endoplásmico Ole1p, la cual introduce un 

doble enlace entre los carbonos 9 y 10 de la cadena hidrocarbonada de los ácidos grasos 

saturados (Bossie y Martin 1989). Además, S. cerevisae puede importar del medio de cultivo 

una amplia variedad de ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga, lo cual produce cambios 

radicales en la composición de los grupos acilo de los lípidos de membrana al disminuir o 

inhibir la desaturasa Ole1p y el remplazo de las especies monoinsaturadas nativas con los 

ácidos grasos suplementados en el medio de cultivo (Martin et al. 2007). 

Como en el caso de S. cerevisiae, tanto la rata como el ser humano contienen una Δ9 

desaturasa (denominada SCD en estas especies) que utiliza como sustratos preferentemente a 

los ácidos grasos saturados ácido palmítico (C16:0) y ácido esteárico (C18:0) para formar los 

correspondientes ácidos grasos monoinsaturados ácido palmitoleico (C16:1) y ácido oleico 

(C18:1), los cuales son los principales ácidos grasos monoinsaturados de los fosfolípidos de 

membrana. De manera similar a lo que sucede en S. cerevisiae, la expresión de SDC puede ser 

reprimida a través del suministro en la dieta de ácidos grasos poliinsaturados  (C18:3n–3, 

C18:3n–6, C20:4n–6, C20:5n–3, C22:6n–3). Dichas especies inhiben la transcripción del gen 

que codifica para SDC a través de factores de transcripción que se unen a elementos de 

respuesta a ácidos grasos. Asimismo, los ácidos grasos poliinsaturados disminuyen los niveles 

de la desaturasa a través de la desestabilización de los ARNm de SDC (Tambi, 1999). Por lo 

anterior, la ingesta de ácidos grasos poliinsaturados puede alterar la composición de ácidos 

grasos de los fosfolípidos de las membranas mitocondriales de mamíferos. Sin embargo, a 

diferencia de lo que ocurre en la levadura, la composición de ácidos grasos de los mamíferos 

muestra cierto grado de resistencia a las alteraciones dietarias. Por ejemplo, si se suministra 

una dieta libre de ácidos grasos poliinsaturados, los mamíferos sintetizan un ácido graso 

poliinsaturado inusual (C20:3n-9) (Hulbert et al. 2007). Por lo tanto, para el objetivo principal 

de este trabajo (la elucidación de los efectos de la lipoperoxidación sobre la cadena de 

transporte de electrones), esto representa un problema en los modelos de mamíferos ya que 

hace difícil la manipulación de la composición de ácidos grasos a un nivel en el cual 

predominen únicamente ácidos grasos resistentes a la lipoperoxidación (saturados y 

monoinsaturados). A este respecto, resulta mas ventajoso el uso de S. cerevisiae como modelo 

de estudio ya que este microorganismo regula la fluidez de su membrana a través de la 
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variación en la proporción de C18:1 y C16:1/C18:0 y C16:0 y no es capaz de sintetizar ácidos 

grasos poliinsaturados.  

Una característica de los ácidos grasos saturados y monoinsaturados es su resistencia a 

la peroxidación (Holman 1954). En contraste, la susceptibilidad de los ácidos grasos 

poliinsaturados a la peroxidación aumenta de manera exponencial al incrementarse el número 

de dobles enlaces (Pamplona et al. 2000). Lo anterior implica que las mitocondrias de la 

levadura nativa son más resistentes y que su susceptibilidad a la lipoperoxidación puede 

aumentar al manipularse la composición de los ácidos grasos membranales. Por lo tanto, la 

mitocondria de la levadura constituye un modelo ideal para discernir los efectos de la 

lipoperoxidación sobre el funcionamiento de la CTE de aquellos efectos causados por las ERO 

y que no son mediados por la lipoperoxidación.    

 

1.8 La levadura S. cerevisiae como modelo ideal para el estudio de la generación 

mitocondrial de ERO. No obstante que las cadenas de transporte de electrones han sido 

reconocidas como la fuente principal in vivo de ERO en la vasta mayoría de las células 

aerobias (Halliwell y Gutteridge 1999), existen otras fuentes importantes las cuales incluso, 

bajo ciertas condiciones, pueden sobrepasar la capacidad de producción de ERO de la 

mitocondria.  

La principal fuente no mitocondrial de generación de ERO son las NAD(P)H oxidasas 

(Nox). Estas enzimas catalizan la reducción monovalente del O2 a O2
•- usando NADPH como 

donador de electrones. Las Nox están comprendidas dentro de una familia de proteínas que 

agrupa a 7 miembros en vertebrados (Griendling 2006). Estas proteínas se expresan en 

virtualmente cada tejido de mamíferos y median una multitud de funciones biológicas tales 

como la defensa del hospedero, la inflamación, el desarrollo celular, la señalización celular, la 

expresión de genes, por solo mencionar algunos ejemplos (Bedard y Krauze 2007).  A 

diferencia de otras proteínas que producen ERO como subproductos, la función enzimática de 

las Nox consiste específicamente en la producción de ERO, por lo que su actividad debe ser 

finamente regulada (Lambeth et al. 2007). De lo contrario, la sobreproducción de ERO por las 

Nox ocurre en una amplia variedad de condiciones patológicas que incluyen padecimientos 

crónicos como la hipertensión, la ateroesclerosis, la diabetes o enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer o el mal de Parkinson (Lambeth 2007).  
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En S. cerevisiae no se ha reportado la presencia de miembros de la familia Nox y solo 

se ha descrito la presencia de una ferrireductasa (Fre1p) que guarda cierta homología con las 

Nox humanas. Esta proteína contiene un segmento de 402 aminoácidos en su extremo C-

terminal que presenta un 18% de identidad y un 62% de similaridad con la subunidad gp91phox 

de la Nox de células fagocíticas humanas. La función de Fre1p es la reducción del Fe3+ a Fe2+ 

para facilitar su transporte a través de la membrana plasmática (Dancis et al. 1992, Roman et 

al. 1993). Sin embargo, se ha demostrado que Fre1p no es capaz de producir radical O2
•- 

(Shatwell et al. 1996).   

Otra enzima involucrada en la formación de radical O2
•- es la xantina oxidasa. Esta 

proteína produce O2
•- bajo condiciones in vitro. Sin embargo, esta enzima funciona in vivo 

como una xantina deshidrogenasa, catalizando la transferencia de electrones desde sus 

sustratos al NADH, La xantina deshidrogenasa se convierte en una xantina oxidasa durante su 

purificación por el ataque de enzimas proteolíticas o por la oxidación de grupos –SH. Por lo 

tanto, el metabolismo de la xantina por esta enzima normalmente no genera ERO (Halliwell y 

Gutteridge 1999). Se han reportado secuencias de aminoácidos con posible función de xantina 

deshidrogenasa en los hongos Neurospora crassa (XP_956459.2) y Aspergillus niger 

(XP_001401908.1). En S. cerevisiae no se han descrito secuencias de aminoácidos o marcos 

de lectura abiertos que codifiquen para esta proteína.  

Las enzimas citocromo P450 (CytP450) son oxidasas terminales de membrana 

presentes en la mayoría de los organismos vivos incluyendo a la levadura (Sutter y Loper 

1989). Estas enzimas se encargan de la activación o la inactivación metabólica de la mayor 

parte de los xenobióticos y pueden en ciertas ocasiones producir como subproducto al radical 

O2
•- (Madger 2006). En mamíferos, las CytP450 catalizan la formación de ERO  utilizando 

como sustrato ácido araquidónico (Terashvili et al. 2006). Por lo tanto, es posible que la 

generación de ERO por esta vía sea marginal en la levadura dado que este microorganismo no 

contiene dicho ácido graso (Martin et al. 2007). 

Otras fuentes importantes de ERO en células de mamíferos son la ciclooxigenasa 

(Madger 2006) y bajo ciertas condiciones (p. ej., en ausencia del cofactor 

tetrahidrobiopterina), las diferentes isoformas de la óxido nítrico sintasa (NOS) (Andrew 

1999). Estas dos enzimas no están codificadas en el genoma de la levadura (Brenner 2004, 

Castello et al. 2006) y por tanto, no constituyen una fuente de ERO en este microorganismo. 
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Con base a todo lo anterior, se puede considerar a S. cerevisiae como un modelo ideal 

para el estudio de la generación de ERO en la mitocondria, dado que los principales sistemas 

no mitocondriales de generación de ERO se encuentran ausentes (Nox, NOS, ciclooxigenasas) 

o su contribución a este proceso puede considerarse marginal (Cyt P450, xantina oxidasa). Por 

lo tanto, la contribución principal a la formación de ERO en la levadura está dada por el 

complejo III de la CTE. 

 

1.9 El papel de la lipoperoxidación en la sensibilidad de la CTE al estrés oxidativo y la 

producción de ERO.  Con base en los antecedentes, la hipótesis de trabajo es que la 

lipoperoxidación incrementa la sensibilidad de la CTE a los efectos perjudiciales del estrés 

oxidativo y la producción de ERO por alterar las interacciones fosfolípidos-proteínas 

esenciales para el funcionamiento de los complejos respiratorios. En lo particular, la 

lipoperoxidación podría aumentar la sensibilidad al estrés oxidativo en aquellos complejos 

donde hay requerimiento de lípidos para su adecuado funcionamiento (Chicco y Sparagna 

2007). En el complejo III, la lipoperoxidación podría alterar la transferencia bifurcada de 

electrones en el sitio QO hacia los citocromos b y c1 al afectar las interacciones con los 

fosfolípidos que permiten el movimiento rotacional de la ISP. Además, la lipoperoxidación 

afectaría la capacidad del citocromo b para aceptar uno de los electrones provenientes de la 

oxidación del QH2 ya que esta subunidad requiere lípidos para mantener una estructura y 

función adecuadas (Tsai et al. 1986), y podría ser una de las subunidades catalíticas del 

complejo más susceptible al daño lipoperoxidativo por su naturaleza hidrofóbica (Trumpower 

1990a). Por lo tanto, el resultado acumulativo de estos efectos sería la disminución en la 

transferencia de electrones producto de la oxidación del QH2 hacia los citocromos, dando 

lugar a la acumulación del radical QH• y a una reacción colateral al ciclo Q que favorecería la 

formación anómala de radical O2
•- debido a la reducción del oxígeno por el radical QH•.  

Por otra parte, la probabilidad de que las interacciones fosfolípidos-proteínas sean 

afectadas por el estrés oxidativo sería menor en ausencia de lipoperoxidación y por lo tanto, 

bajo esta condición, se esperaría que ciertos aminoácidos en las proteínas de los complejos 

sean el principal blanco del estrés oxidativo. Uno de los aminoácidos mas susceptibles al 

ataque por ERO es la cisteína (Davies et al. 1987). Puesto que se ha demostrado en los 

complejos de la CTE la existencia de grupos –SH de la cisteína que responden al estrés 
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oxidativo (Lin et al. 2002) y que regulan su actividad catalítica, (Lê-Quôc et al. 1981, Hurd et 

al. 2008), la oxidación de dichos grupos podría constituir el principal mecanismo de inhibición 

de la CTE en ausencia de lipoperoxidación. En estas condiciones, la inhibición de la CTE 

podría ser revertida mediante el uso de agentes reductores de grupos –SH. En consecuencia, es 

posible predecir que bajo condiciones lipoperoxidantes, la sensibilidad de la CTE al estrés 

oxidativo será mayor por acumulación provocada por el daño en los fosfolípidos de membrana 

esenciales para la actividad de la CTE, así como por la oxidación de los –SH que pueden 

regular esa actividad. Visto desde otra perspectiva, la resistencia intrínseca de la mitocondria 

de levadura a la lipoperoxidación aumentaría la resistencia de la CTE a los efectos dañinos del 

estrés oxidativo y disminuiría la formación de ERO en los sitios redox del complejo III. 

En adición, es factible proponer que la liberación del Fe de los centros redox de la CTE 

se favorecería durante la lipoperoxidación ya que este proceso podría dañarlos. El aumento en 

la disponibilidad de Fe en estado libre estimularía la formación de radical OH•. Lo anterior y 

la hipotética formación de ERO en los centros redox del complejo III, formarían un círculo 

vicioso de daño oxidativo-producción de ERO que culminaría con el colapso bioenergético de 

la célula, el cual se vería reflejado como una disminución en la viabilidad que sería de mayor 

magnitud bajo condiciones lipoperoxidantes.  
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2.- HIPOTESIS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La lipoperoxidación aumenta la sensibilidad de la CTE hacia los efectos dañinos del 

estrés oxidativo y la producción de ERO mediante la inducción de reacciones colaterales al 

ciclo Q y la liberación de Fe. 
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3.- OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo general 

 

Demostrar que la lipoperoxidación aumenta la susceptibilidad de la CTE de S. cerevisiae 

al daño por el estrés oxidativo y la producción de ERO. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

• Aumentar la sensibilidad de S. cerevisiae a la lipoperoxidación al modificar su 

contenido de ácidos grasos de membrana.   

 

• Determinar si la modificación del contenido de ácidos grasos de membrana 

aumenta la sensibilidad de la CTE y de la viabilidad celular hacia los efectos del 

estrés oxidativo. 

 

• Establecer el papel de la lipoperoxidación en la inhibición de la CTE por el estrés 

oxidativo. 

 

• Conocer si la oxidación de grupos –SH está involucrada en la inhibición de la 

actividad enzimática de los complejos de la CTE por el estrés oxidativo. 

 

• Determinar si la lipoperoxidación aumenta la formación de ERO en el complejo III 

por reacciones colaterales al ciclo Q. 

 

• Establecer si la lipoperoxidación altera la concentración y/o la reducción de los 

citocromos. 

 

• Determinar si la lipoperoxidación favorece un aumento en la disponibilidad de Fe 

en estado libre en la mitocondria. 
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4.- RESULTADOS 

Capítulo 1 
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Capítulo 2 
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4.1 RESULTADOS ADICIONALES 

4.1.1. Efecto del H2O2 en los niveles de lipoperoxidación en mitocondrias con C18:3. Se 

midieron los niveles de lipoperoxidación en mitocondrias con ácido linolénico (+C18:3) 

tratadas con H2O2 con el objetivo de conocer si la insensibilidad a la lipoperoxidación con este 

oxidante observada anteriormente (Fig. 8, Capítulo 3), es debida al tipo de ácidos grasos que 

componen las membranas mitocondriales (Fig. 1, Capítulo 2). En la figura 1A se observaron 

aumentos significativos en los niveles de lipoperoxidación a 0.5 y 1 mM de  H2O2, aunque este 

efecto fue de menor magnitud respecto a lo observado con Fe2+ (Fig. 1, Capítulo 2). Para 

descartar que el aumento observado en los niveles de lipoperoxidación fuera debido a una 

reacción inespecífica del TBA, las mitocondrias se incubaron durante 15 min. con 5μM del 

agente antioxidante hidroxi-tolueno butilado (BHT) previo a la incubación con 1.0 mM de 

H2O2. En la figura 1B se aprecia que el BHT protegió de los efectos del H2O2 y no alteró 

significativamente los niveles basales de este parámetro.  Estos resultados indican que la 

insensibilidad a la lipoperoxidación observada en mitocondrias sin C18:3 (-C18:3) es debida a 

la composición nativa de ácidos grasos de la levadura y que el H2O2 puede estimular de 

manera moderada dicho proceso posiblemente mediante su interacción con un metal de 

transición para formar un oxidante mas fuerte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Efecto del H2O2 sobre los niveles de lipoperoxidación en mitocondrias +C18:3. 
Panel A: las mitocondrias fueron incubadas durante 30 min. a 4°C con concentraciones 
crecientes de H2O2 previo a las determinaciones de lipoperoxidación. Panel B: Las mitocondrias 
fueron incubadas durante 15 min. con 5 μM de BHT previo a la incubación con H2O2. Los 
resultados fueron expresados como el promedio ± el error de estándar de n = 4-5. Panel A: 
*P<0.05 y **P<0.01 con respecto a 0 μM de H2O2. Panel B: **P<0.01 con respecto a control 
BHT y ##P<0.01 con respecto a H2O2 1.0 mM+BHT. 
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4.1.2. Influencia de la incorporación del C18:3 sobre el efecto del H2O2 en la actividad de 

los complejos de la CTE.  

 Se evaluó el efecto del H2O2 sobre algunas reacciones parciales de la CTE de 

mitocondrias con +C18:3 y se compararon estos resultados con los obtenidos en mitocondrias 

–C18:3 (Fig. 3, Capítulo 3) para comprobar si la incorporación de +C18:3 a las membranas 

mitocondriales puede alterar la sensibilidad de los complejos de la CTE a los efectos del estrés 

oxidativo inducido por H2O2. En primer término, se evaluó en mitocondrias +C18:3 la 

actividad del complejo II medida como la actividad de la succinato:2,6-dicloro-fenil-indofenol 

oxidorreductasa (Materiales y métodos, Capítulo 3). En la figura 2A se observa una inhibición 

gradual en esta actividad dependiente de la concentración del oxidante, la cual fue 

independiente de la composición membranal de ácidos grasos, lo que sugiere que la 

lipoperoxidación no está involucrada en el mecanismo de inactivación de este complejo. 

 En contraste, en la figura 2B se muestra que la sensibilidad del complejo III, medida 

como la actividad succinato-citocromo c oxidorreductasa sensible a antimicina A (Materiales 

y métodos, Capítulo 3), es mayor en mitocondrias con C18:3 a concentraciones de 0.125 mM  

y  0.25 mM de H2O2, en  tanto  que  a  partir  de 0.5 mM, la sensibilidad es la misma en ambos 

tipos de mitocondrias. Estos resultados sugieren que a las concentraciones más bajas de H2O2 

utilizadas, la lipoperoxidación u otro factor asociado a este proceso (p. ej. el daño en los 

grupos prostéticos del complejo III), aumenta la sensibilidad de este complejo y que a 

concentraciones mayores, el factor determinante en la inhibición de esta actividad es la 

oxidación reversible de grupos –SH (Fig. 4B, Capítulo 3). En la figura 2C se observa que la 

actividad del complejo IV, medida como la actividad citocromo c oxidasa sensible a cianuro 

(Materiales y métodos, Capítulo 3), fue completamente resistente a la inhibición por H2O2 

independientemente de la composición de ácidos grasos de la mitocondria. 

 En conjunto, los resultados anteriores sugieren que la incorporación de C18:3 a las 

membranas mitocondriales aumenta la sensibilidad de la CTE al estrés oxidativo por H2O2 a 

nivel del complejo III, lo cual podría estar asociado a un aumento moderado en los niveles de 

lipoperoxidación.    
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4.1.3. Efecto protector de agentes antioxidantes sobre la inhibición de la CTE  por H2O2 y 

Fe2+.  

 Con el objetivo de dilucidar el papel de la lipoperoxidación y la oxidación de grupos –

SH en la inhibición de los complejos de la CTE y ampliar la información obtenida en los 

capítulos 2 y 3, se evaluó el efecto protector del agente antilipoperoxidante BHT y del 

reductor de grupos –SH -mercaptoetanol (BME) de la inhibición ejercida por el Fe2+ y el 

H2O2 en la actividad de los complejos II y III de la CTE. En adición, para tener un indicio 

acerca del efecto del estrés oxidativo sobre las proteínas de la CTE, se probó el efecto 

protector del manitol debido a su capacidad de proteger proteínas del daño oxidativo ejercido 

por radicales libres (Shen et al. 2007).  

A B

Figura 2. Influencia de la incorporación 
del C18:3 sobre la sensibilidad de los 
complejos de la CTE al estrés oxidativo 
por H2O2. Las mitocondrias fueron 
incubadas durante 30 min. a 4°C con las 
concentraciones indicadas de H2O2 previo a 
cada determinación. Panel A: Actividad 
succinato:DCIP oxidorreductasa (complejo 
II). Panel B: actividad succinato:citocromo c 
oxidorreductasa sensible a antimicina A 
(complejo III). Panel C: actividad citocromo 
c oxidasa sensible a cianuro (complejo IV). 
Los porcentajes de actividad residual fueron 
calculados en base a la actividad de los 
controles (0μM H2O2) los cuales están 
reportados en el pie de la Fig. 4 del Capítulo 
2. Los resultados fueron expresados como el 
promedio ± el error de estándar de n > 4.  

C
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 En la figura 3A se muestra el efecto protector de los antioxidantes sobre la inhibición 

de la actividad del complejo II por 1.0 mM de H2O2 en mitocondrias +C18:3, observándose 

que bajo esta condición, solamente el BME (2.0 mM) tuvo un efecto protector de hasta un 

84%, lo que sugiere que la oxidación de grupos –SH es el principal factor que inhibe la 

actividad de este complejo y que la lipoperoxidación no participa en dicho efecto. Respecto a 

la inhibición ejercida por 50 μM de Fe2+, en la figura 3B se observa que solo el manitol (1.0 

mM) protegió de manera parcial la actividad del complejo en mitocondrias –C18:3, mientras 

que ni el BHT (5 μM) (ver también la Fig. 5A del Capítulo 2) ni el BME ejercen un efecto 

protector, lo que corrobora la nula participación de la lipoperoxidación en la inhibición de este 

complejo y sugiere que el Fe podría dañar otro tipo de residuos de aminoácidos diferentes a la 

cisteína tales como el triptófano, la histidina o la tirosina, los cuales son los residuos de 

aminoácidos mas sensibles al ataque por OH•. Asimismo, estos resultados concuerdan con la 

observación de que la lipoperoxidación no aumenta la sensibilidad de este complejo al estrés 

oxidativo (Fig. 4A, Capítulo 2 y Fig. 2A de este capítulo). 

 En la figura 4A se muestra el efecto de los antioxidantes en la inhibición ejercida por 

0.5 mM de H2O2 en la actividad del complejo III. En este caso, se observó que únicamente el 

tratamiento con 1.0 mM de BME revirtió de manera muy discreta la inhibición de este 

complejo. Este resultado contrasta con la reversión de hasta un 90% obtenida en mitocondrias 

–C18:3 tratadas bajo las mismas condiciones (Fig. 4B, Capítulo 3), lo que sugiere que en 

mitocondrias +C18:3, el H2O2 inhibe la actividad de este complejo mediante un mecanismo 

adicional a la oxidación reversible de los grupos –SH. En el caso de la inhibición del complejo 

III por 50 μM de Fe2+, la actividad fue protegida en más de un 80% por el pretratamiento con 

manitol en mitocondrias –C18:3 (Fig. 4B), mientras que en mitocondrias +C18:3, únicamente 

el BHT mostró un efecto protector  (Fig. 5B, Capítulo 2). Estos resultados sugieren que, 

cuando los lípidos no son peroxidados, el daño a los componentes proteicos del complejo por 

las ERO producidas por el Fe2+ es el principal factor que inhibe su actividad, mientras que en 

mitocondrias +C18:3, la lipoperoxidación es el principal factor que afecta dicha actividad. En 

adición, este último resultado concuerda con la idea de que la lipoperoxidación aumenta la 

sensibilidad del complejo III al estrés oxidativo (Fig. 4B, Capítulo 2 y Fig. 2B de este 

capítulo). 
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Figura 3. Efecto protector de algunos antioxidantes en la inhibición del complejo II. Las 
mitocondrias fueron preincubadas durante 15 min. a 4°C con los antioxidantes durante 15 min. 
previo al tratamiento durante 30 min. con 1.0 mM de H2O2 (panel A) o 50 μM de Fe2+ (panel B), 
excepto por el BME el cual fue agregado después de los oxidantes durante 15 min. para observar 
el efecto en la oxidación reversible de los grupos –SH. Los resultados fueron expresados como 
el promedio ± el error de estándar de n > 4. Panel A: *P<0.05 con respecto a 1.0 mM de H2O2. 
Panel B: *P<0.05 con respecto a 50 μM de Fe2+. 

Figura 4. Efecto protector de algunos antioxidantes en la inhibición del complejo III. Las 
mitocondrias fueron preincubadas durante 15 min. a 4°C con los antioxidantes durante 15 min. 
previo al tratamiento durante 30 min con 0.5 mM de H2O2 (panel A) o 50 μM de Fe2+ (panel B), 
excepto por el BME el cual fue agregado después de los oxidantes durante 15 min. para observar 
el efecto en la oxidación reversible de los grupos –SH. Los resultados fueron expresados como 
el promedio ± el error de estándar de n > 4. Panel A: *P<0.05 con respecto a 0.5 mM de H2O2. 
Panel B: **P<0.01 con respecto a 50 μM de Fe2+. 
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4.1.4. Influencia de la incorporación de C18:3 sobre la producción de O2
•- bajo 

condiciones de estrés oxidativo por H2O2.  

Se determinó el efecto de la superóxido dismutasa de manganeso (MnSOD) sobre la 

reducción de citocromo c estimulada por succinato y sensible a estigmatelina como una 

manera de evaluar la formación de O2
•- por el complejo III (Materiales y Métodos, Capítulo 

2), debido a que el radical O2
•- reduce al citocromo c oxidado y esta reacción puede ser 

inhibida por SOD (Boveris y Cadenas, 1975, Muller et al. 2002). En la figura 5 se muestra que 

100 U/ml de MnSOD no afectaron la velocidad de reducción de citocromo c de mitocondrias –

C18:3 tratadas con una concentración 1.0 mM de H2O2, mientras que en mitocondrias +C18:3, 

la MnSOD inhibió este parámetro en un 81%. Estos datos indican que el daño oxidativo en el 

complejo III de mitocondrias +C18:3 induce un aumento en la formación de O2
•-, el cual 

podría estar relacionado con el aumento en los niveles de lipoperoxidación observado en la 

Fig. 1 de este capítulo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efecto de la MnSOD sobre la velocidad de reducción de citocromo c estimulada 
por succinato en mitocondrias expuestas al H2O2. Las mitocondrias fueron preincubadas 
durante 30 min. a 4°C con 1.0 mM de H2O2. Posteriormente, las mitocondrias fueron incubadas 
durante 5 min. con 100 U/ml de MnSOD y la velocidad de reducción de citocromo c se 
determinó bajo las mismas condiciones utilizadas para la medición de la actividad 
succinato:citocromo c oxidorreductasa descritas en la sección de “Materiales y Métodos” del 
Capítulo 2. Los resultados fueron expresados como el promedio ± el error de estándar de n > 3. 
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4.1.5. Efecto del H2O2 y la lipoperoxidación sobre la disponibilidad mitocondrial de Fe en 

estado libre.  

 Se estimó la disponibilidad de Fe en estado libre de la mitocondria con el propósito de 

determinar si la lipoperoxidación observada en mitocondrias +C18:3 en presencia de 1.0 mM 

de H2O2 puede favorecer la liberación del Fe de las pozas mitocondriales mediada por dicho 

oxidante, La estimación del Fe libre mitocondrial se realizó mediante la prueba fluorescente 

aceto-metil-éster de calceína (calceína-AM), la cual puede permear las membranas 

mitocondriales y una vez dentro de la mitocondria, es hidrolizada a calceína libre. La calceína 

libre se une a los iones Fe2+ y Fe3+ con constantes de estabilidad de 1014 y 1024 M-1, 

respectivamente, resultando en el apagamiento de su fluorescencia (Breuer et al. 1995). El Fe 

unido a calceína puede ser detectado mediante la recuperación de su fluorescencia por el 

tratamiento con un quelante de Fe que provoque la disociación del complejo Fe-calceína. 

 En la figura 6 se muestran ejemplos representativos de los trazos de fluorescencia en 

mitocondrias –C18:3 (Panel A) y mitocondrias +C18:3 (Panel B) tratadas con H2O2 a razón de 

1.0 mM H2O2 por cada 0.1 mg. proteína y cargadas previamente con 2 μM de calceína-AM. 

En mitocondrias –C18:3 se puede apreciar que la adición de 1 mM de EDTA indujo un 

aumento discreto en la fluorescencia basal (mitos) y que la adición posterior de otra cantidad 

similar del quelante no causó ningún efecto. En contraste, en mitocondrias +C18:3 se observa 

que la adición de EDTA produjo un aumento importante en la fluorescencia y la pendiente del 

trazo y una adición posterior causó solo un aumento moderado en la pendiente del trazo. Los 

efectos observados en el panel B pueden interpretarse como un comportamiento bifásico en la 

disociación del complejo Fe-calceína, donde el aumento instantáneo en la fluorescencia puede 

atribuirse a una fase rápida de disociación del complejo y el cambio posterior de pendiente 

como una fase lenta de dicha disociación.  

 En la figura 7 se muestra el promedio de los efectos producidos por el EDTA en la 

fluorescencia de la calceína bajo todas las condiciones experimentales utilizadas. En el panel 

A se puede observar que en mitocondrias –C18:3 ninguno de los tratamientos utilizados alteró 

en forma significativa los niveles de la fluorescencia basal, mientras que en mitocondrias 

+C18:3 tratadas con H2O2 la fluorescencia incrementó de manera importante; este efecto fue 

inhibido por el tratamiento con catalasa y BHT previo a la incubación con H2O2. En conjunto,  
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Figura 6. Efecto del EDTA en la fluorescencia de la calceína en mitocondrias tratadas con 
H2O2. Las mitocondrias fueron incubadas durante 30 min. a 4°C con 1.0 mM H2O2/0.1 mg. 
proteína. Posteriormente, las mitocondrias fueron cargadas con 2 μM de calceína-AM. Previo al 
cargado con la prueba fluorescente, las mitocondrias fueron tratadas con 100 U/ml de catalasa 
para remover el H2O2 remanente en el medio y evitar la oxidación de la calceína. Los cambios 
en la fluorescencia fueron registrados en un espectrofluorómetro Shimadzu RF 5000U utilizando 
 de excitación y de emisión de 494 nm y 517 nm, respectivamente. Panel A: mitocondrias   

–C18:3. Panel B: mitocondrias +C18:3. Los trazos son representativos de n=3. 
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estos datos sugieren que el estrés oxidativo inducido por el H2O2 produjo un aumento en los 

niveles de Fe libre mediante un proceso que es dependiente de la lipoperoxidación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Influencia 
de la 
lipoperoxidación 
sobre la liberación 
de Fe en estado 
libre mediada por 
H2O2. Las 
mitocondrias fueron 
tratadas  con H2O2 y 
cargadas con 
calceína-AM bajo 
las condiciones 
indicadas en la Fig. 
5, excepto que, 
donde se indica, se 
hizo una incubación 
con 100 U/ml de 
catalasa o 5μM de 
BHT previo al 
tratamiento con 
H2O2. Los cambios 
en la fluorescencia 
fueron registrados 
como se indica en la 
Fig. 5 Los resultados 
fueron expresados 
como el promedio ± 
el error de estándar 
de n=3. *P<0.05 con 
respecto a H2O2 
(C18:3). Panel A: 
mitocondrias     –
C18:3. Panel B: 
mitocondrias 
+C18:3. 
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5.- DISCUSION 

 El estudio del impacto de la lipoperoxidación en los sistemas biológicos ha adquirido 

una alta relevancia ya que este proceso puede jugar un papel crucial iniciando y/o mediando 

algunos aspectos del proceso de envejecimiento y del desarrollo de una variedad de estados 

patológicos  (Praticò 2002, Marnett 1999, Romero et al. 1998). Esto es debido a que los 

lípidos son uno de los principales componentes de los organismos vivientes y probablemente 

el principal blanco del ataque por radicales libres.  

La mitocondria es una estructura particularmente rica en lípidos debido a su peculiar 

arreglo de doble membrana. En particular, la membrana interna es una estructura altamente 

compleja ya que se ha probado que las crestas de las mismas son en realidad cisternas con un 

diámetro aprox. de 30-40 nm con forma tubular o aplanada, las cuales están conectadas entre 

si y a la superficie periférica de la membrana interna mitocondrial mediante estructuras 

tubulares de aprox. 28 nm de diámetro, siendo la superficie de la membrana interna y las 

crestas una superficie continua. Además, existen sitios de contacto entre las membrana 

mitocondriales interna y externa a lo largo de la periferia de la mitocondria (Manella 1994; 

Frey y Manella 2000). De lo anterior, se puede inferir que las membranas ocupan una gran 

parte del volumen interno de la mitocondria. En la membrana interna se encuentra embebida la 

CTE, la cual ha sido considerada como uno de los principales sitios de generación de ERO de 

la célula (Chance et al. 1979; Beckman y Ames 1998), y por otro lado, la CTE es una fuente 

rica en metales de transición tales como el Fe o el Cu (González-Halphen y Vázquez-Acevedo 

2002) los cuales en estado libre pueden estimular la formación de ERO.  Por lo tanto, la 

conjugación de todos los factores mencionados con anterioridad hace de la membrana interna 

uno de los blancos celulares más importantes del estrés oxidativo. 

En concordancia con lo anterior, algunos estudios han identificado a la peroxidación de 

los lípidos de membrana mitocondrial como el principal factor que determina el daño a la 

CTE. En específico, se ha identificado a la pérdida de ubiquinona y  a la peroxidación de la 

cardiolipina como los principales eventos que afectan el transporte de electrones a través de la 

cadena (Forsmark-Andreé et al. 1997;  Petrosillo et al. 2003; Paradies et al. 2004). Sin 

embargo, el daño oxidativo a la membrana interna podría no  limitarse únicamente a los 

efectos mencionados con anterioridad, ya que dicho daño podría también comprometer la 

funcionalidad de las proteínas embebidas en la membrana debido a que la estructura y función 
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de algunas proteínas parece depender de interacciones específicas entre ciertos dominios de las 

mismas y algunas moléculas de fosfolípidos (Shimomura 1984; Tsai y Palmer 1986; Lange et 

al. 2001) y por lo tanto, esto podría traducirse en el daño en la estructura y/o función de los 

centros redox de los complejos de la CTE (Reinheckel et al. 1995). Por otra parte, la 

sensibilidad de los lípidos a la peroxidación aumenta en una relación directamente 

proporcional al número de dobles enlaces en sus cadenas de ácidos grasos.  Por lo tanto, es 

posible plantear que una menor susceptibilidad de las membranas mitocondriales a la 

lipoperoxidación, debido a una disminución en el grado de insaturación de los lípidos, podría 

disminuir la sensibilidad de la CTE a los efectos nocivos del estrés oxidativo al atenuar el 

daño sobre las interacciones de los fosfolípidos-proteínas mencionadas con anterioridad. 

Con base en los argumentos anteriores, en el presente trabajo se decidió estudiar el 

efecto del estrés oxidativo inducido por dos de los agentes inductores del estrés oxidativo más 

importantes presentes en la mitocondria (H2O2 y Fe), sobre la funcionalidad de la CTE de la 

levadura Saccharomyces cerevisiae. La elección de este microorganismo como modelo de 

estudio fue hecha por su peculiar composición de ácidos grasos de membrana, la cual la hace 

resistente a la lipoperoxidación y a que la misma puede ser manipulada fácilmente en 

condiciones de laboratorio. La resistencia de la levadura a la lipoperoxidación permite 

investigar si una menor susceptibilidad a este proceso puede disminuir la sensibilidad de la 

CTE al estrés oxidativo y brinda la posibilidad de discernir los efectos del estrés oxidativo 

sobre la CTE en los que la lipoperoxidación está involucrada de aquellos que se producen 

debido a la interacción entre las ERO y los componentes de la cadena de naturaleza no 

lipídica. La caracterización de tales efectos es relevante debido a la importancia de la CTE en 

la generación de la energía para realización del trabajo químico y mecánico de la célula y la 

participación de la disfunción mitocondrial relacionada con el estrés oxidativo en una amplia 

variedad de estados patológicos (Lucas y Szweda 1998; Guo y Lemire 2003; Green et al. 

2004; Lee et al, 2004; Sen et al. 2006). Asimismo, el uso de la levadura para investigar la 

producción de ERO de la mitocondria resulta ventajoso respecto a los modelos de mamíferos 

ya que este microorganismo carece de las principales enzimas involucradas en la formación de 

ERO tales como las NOX (Shatwell et al. 1996), la xantina oxidasa, la ciclooxigenasa 

(Brenner 2004) o las NOS (Castello et al. 2006). Por lo tanto, se puede considerar al complejo 

III como la principal fuente de ERO en la levadura.    
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En primer término, se manipuló el contenido de ácidos grasos de la levadura con el 

objetivo de aumentar la susceptibilidad de las membranas a la lipoperoxidación, lo cual se 

realizó a través de la adición del ácido graso triinsaturado ácido linolénico (C18:3) al medio de 

crecimiento. El ácido linolénico (C18:3) es un ácido graso esencial que no es sintetizado por 

los mamíferos ni por la levadura. Su incorporación en mamíferos se lleva a cabo 

principalmente a través de la ingesta de alimentos y aceites de origen vegetal (Brouwer et al. 

2004). Este ácido graso es el precursor de los ácidos grasos de cadena más larga de la serie -

3 tales como el ácido eicosapentanoico (C20:5n-3), el ácido docosahexanoico (C22:6n-3), o el 

ácido docosapentanoico (C22:5n-3), los cuales se sintetizan a partir del C18:3 mediante su 

elongación y desaturación por Δ5 y Δ6 desaturasas (Cho et al 1999a, Cho et al. 1999b). Por lo 

tanto, la composición de ácidos grasos es mucho más heterogénea en mitocondrias y en 

células de mamíferos que en mitocondrias de levadura. Por ejemplo, en mitocondrias de 

músculo esquelético de ratón, la composición de los grupos acilo de los fosfolípidos de 

membranas consta de ácidos grasos de 14 hasta 22 átomos de carbono y con cero hasta seis 

insaturaciones (Faulks et al. 2006). Con respecto al C18:3, este ácido graso se encuentra 

presente en un bajo porcentaje tanto en mitocondrias de músculo esquelético de ratón (0.3%) 

(Faulks et al. 2006) como en el hígado de seis especies diferentes de mamíferos (0.1 - 2.6%) 

(Pamplona et al. 2000); este pequeño porcentaje es el reflejo tanto de su esencialidad como de 

su utilización en la síntesis de ácidos grasos de cadena mas larga. En contraste, ni este ácido 

graso ni sus productos de elongación y desaturación se encuentran presentes en las 

mitocondrias y las células de S. cerevisiae.   

La adición de C18:3 produjo cambios dramáticos en la composición de ácidos grasos 

de la levadura, ya que el C18:3 (el cual no se detectó en esferoplastos ni mitocondrias nativos), 

se convirtió en el ácido graso mayoritario tanto en esferoplastos (Fig. 1B, Capítulo  1), como 

en la fracción mitocondrial (Fig. 1B, Capítulo 2). En contraste, los ácidos grasos 

monoinsaturados C16:1 y C18:1 se convirtieron en los constituyentes minoritarios en 

esferoplastos y mitocondrias enriquecidas con C18:3, mientras que en condiciones nativas, 

dichos ácidos grasos fueron el principal componente en ambos modelos analizados (Fig. 1A, 

Capítulos 1 y 2). En S. cerevisiae, los ácidos grasos monoinsaturados C16:1 y C18:1 son 

formados a partir de sus respectivos precursores saturados C16:0 y C18:0 por la desaturasa 

Ole1p (Bossie y Martin 1989). El importe desde el medio de cultivo de ácidos grasos 
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poliinsaturados de cadena larga (p. ej., el C18:3), reprime a nivel transcripcional y de 

estabilidad del ARNm la actividad de la desaturasa Ole1p y provoca el remplazo de las 

especies monoinsaturadas nativas con los ácidos grasos suplementados en el medio de cultivo 

(Martin et al. 2007). Por lo tanto, la disminución drástica en el porcentaje de ácidos grasos 

monoinsaturados y el enriquecimiento con C18:3 puede interpretarse como el resultado en la 

represión de la actividad de Ole1p. Además, este resultado confirma la incorporación del 

C18:3 a las membranas de la levadura bajo las condiciones experimentales utilizadas en este 

trabajo.  

El enriquecimiento con C18:3 elevó de manera importante la sensibilidad de los 

esferoplastos y las mitocondrias a la lipoperoxidación inducida por Fe2+, mientras que en 

ausencia de C18:3, la sensibilidad a la lipoperoxidación fue nula, incluso a la concentración 

más elevada de Fe2+ (Fig. 2, Capítulos 1 y 2), La resistencia a la lipoperoxidación está dada 

por la presencia exclusiva en las membranas de la levadura de ácidos grasos saturados y 

monoinsaturados (Panel A, Fig. 2 Capítulos 1 y 2), cuya característica es su resistencia a la 

lipoperoxidación (Holman 1954). El proceso de lipoperoxidación inicia por la extracción de 

un átomo de H de un carbono metilénico (-CH2-), dando lugar a la formación de un radical 

lipídico en un carbono (-CH•-), el cual tiende a ser estabilizado mediante un arreglo 

intramolecular para formar un radical dienilo conjugado (-CH2-CH•-CH=CH-CH=CH) que 

sufre una rápida autooxidación por el O2 del ambiente y que produce especies que pueden 

propagar la lipoperoxidación (Baynes 2006). Los ácidos grasos que contienen más de un doble 

enlace separado por un grupo metileno (-CH=CH-CH2-CH=CH-, p.ej. el C18:3), se 

autooxidan rápidamente a temperatura ambiente a través de la formación de radicales dienilo 

conjugados, debido a que estos últimos son estabilizados por resonancia, mientras que los 

ácidos grasos monoinsaturados sufren autooxidación únicamente a temperaturas elevadas 

debido a la imposibilidad de formar radicales dienilo conjugados (Porter 1986). Lo anterior 

explica la resistencia de este tipo de ácido graso a la lipoperoxidación y por lo tanto, la 

resistencia a la lipoperoxidación observada en la levadura y el aumento en la sensibilidad a 

este proceso ocasionado por la incorporación de C18:3.  

El tratamiento con H2O2 elevó también los niveles de lipoperoxidación en mitocondrias 

+C18:3 (Fig. 1A, Capítulo 4). Sin embargo, los niveles de lipoperoxidación fueron bajos si se 

le compara con lo obtenido en presencia de Fe2+ (Fig. 2, Capítulo 3). Esto puede ser explicado 
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en función de que el H2O2 no es un agente lipoperoxidante per se, sino que su efecto depende 

de la disponibilidad de Fe o Cu libre para la producción de una especie más oxidante (p. ej. 

radical OH•) que pueda iniciar el proceso lipoperoxidativo. Bajo las condiciones 

experimentales usadas, se comprobó que el H2O2 aumentó la disponibilidad de Fe libre en 

mitocondrias +C18:3 (Fig. 7, Capítulo 4), por lo que se puede asumir que la lipoperoxidación 

observada con H2O2 procedió a través de la interacción entre esta ERO y el Fe liberado de las 

pozas mitocondriales. Sin embargo, es probable que la concentración de Fe liberado por el 

H2O2 sea menor a la usada en los experimentos con Fe2+. En relación con lo anterior, se ha 

descrito que bajo condiciones oxidantes inducidas con H2O2, la proteína Hsp60 de 

mitocondrias de la levadura se asocia con proteínas mitocondriales que contienen centros Fe-S 

para evitar la liberación del Fe e impedir un daño oxidativo mayor (Cabiscol et al. 2002). Lo 

anterior, por lo tanto, podría disminuir la disponibilidad de Fe libre en la mitocondria y 

contribuiría con los niveles menores de lipoperoxidación observados con H2O2.  

En relación a las concentraciones de Fe utilizadas en el presente trabajo y las 

concentraciones mitocondriales de Fe en mamíferos, se han encontrado concentraciones de Fe 

libre de alrededor de 1.5 M en fibroblastos y linfoblastos de pacientes con ataxia de 

Friedreich (enfermedad caracterizada por la baja expresión de la proteína frataxina, la cual está 

involucrada en la homeostasis mitocondrial de hierro) (Sturm, 2005). Sin embargo, la 

concentración de Fe libre puede variar en los diferentes tejidos y depender de la especie en 

estudio e incluso puede ser mayor bajo condiciones normales. Por ejemplo, en un estudio 

llevado a cabo en mitocondrias de hígado de rata, se encontró que la concentración de hierro 

libre es de 16 M (Rauen, 2007). Por lo tanto, se puede inferir que la concentración de hierro 

libre alcanzada en los experimentos de esta tesis podría no estar tan alejada de las 

concentraciones mencionadas anteriormente si se toma en cuenta que una parte del fierro total 

que se adicionó (la cual se encuentra en el rango M) se puede acomplejar con distintas 

moléculas de bajo peso molecular presentes en la mitocondria (p. ej, los  nucleótidos de 

adenina) y que además una parte del hierro adicionado puede ser secuestrado por las proteínas 

involucradas tanto en su almacenamiento (p. ej, la frataxina de levadura) como en la síntesis 

de los centros Fe-S y los grupos hemo.       

Por otro lado, la incorporación del C18:3 aumentó la sensibilidad de la CTE al estrés 

oxidativo en esferoplastos tratados con Fe2+ (Fig. 3, Capítulo 1) y un efecto similar ha sido 
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encontrado en esferoplastos +C18:3 tratados con H2O2 (Corona 2007). En el caso del 

tratamiento con Fe2+, dicho efecto fue el resultado de un aumento en la sensibilidad de los 

complejos III y IV al estrés oxidativo (Fig 4, paneles b y c. Capítulo 2 y Tablas II y III ), el 

cual fue atribuido a una elevación en los niveles de lipoperoxidación, ya que el agente 

antilipoperoxidante BHT fue el único antioxidante capaz de proteger las actividades de dichos 

complejos de los efectos del Fe2+ (Fig. 5, paneles b y c. Capítulo 2 y Tablas II y III). Este 

resultado concuerda con el requerimiento del fosfolípido cardiolipina para el adecuado 

funcionamiento de estos complejos (Chicco y Sparagna 2007). En contraste, la inhibición en la 

actividad del complejo II fue de la misma magnitud tanto en mitocondrias –C18:3 y 

mitocondrias +C18:3 (Fig. 4a,  Capítulo 2 y Tabla I). Este resultado y el efecto protector nulo 

del BHT (Fig. 5a,  Capítulo 2 y Tabla I) indican que la lipoperoxidación no participa en el 

mecanismo de inhibición de este complejo. En concordancia con estos hallazgos, se ha 

reportado que la inhibición del complejo II bajo condiciones lipoperoxidantes no puede ser 

prevenida por antioxidantes de naturaleza lipofílica tales como la vitamina E o la idebenona 

(Cardoso et al. 1999). En adición, no existen evidencias hasta el momento acerca de un 

requerimiento de fosfolípidos por parte del complejo II para su funcionamiento (Chicco y 

Sparagna 2007). 

Por otro lado, se puede proponer que las ERO producidas por el tratamiento con Fe2+ atacan 

residuos de aminoácidos importantes para la actividad de los complejos II y III ya que el 

tratamiento con manitol protegió parcialmente la actividad de dichos complejos en 

mitocondrias –C18:3 (Figs. 3B y 4B, Capítulo 4 y Tablas I y II). Bajo estas condiciones, el 

BME no fue capaz de revertir la inhibición en la actividad de dichos complejos (Figs. 3B y 

4B, Capítulo 4 y Tablas I y II). Esto puede indicar que la oxidación de otro(s) aminoácido(s) 

diferente(s) a la cisteína e involucrado(s) en la actividad catalítica de estos complejos fue 

responsable de su inhibición. Otra posibilidad es que el estrés oxidativo inducido por Fe2+ 

provoque la oxidación irreversible de los grupos –SH que participan en la actividad catalítica 

de estos complejos (Lê-Quôc et al. 1981, Fig. 4, Capítulo 3 y Tablas I y II). Lo anterior puede 

suceder en condiciones fuertemente oxidantes a través de la oxidación consecutiva del –SH de 

la cisteína (R-SH) hasta el correspondiente ácido sulfínico (R-SOOH), el cual no puede ser 

convertido nuevamente a la forma reducida aún a concentraciones altas de agentes reductores 

de grupos –SH (Brocklehurst et al. 1987). En adición, se ha sugerido que la oxidación de 
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grupos –SH está involucrada en la inhibición de los complejos II y III por el estrés oxidativo, 

ya que la incubación con glutatión reducido puede prevenir dicho efecto (Cardoso et al. 1999).  

En vista de estos razonamientos, es factible proponer que el aumento en la sensibilidad del 

complejo III observada en mitocondrias +C18:3 en presencia de Fe2+ fue debido a la 

acumulación de los efectos inhibitorios tanto de la lipoperoxidación como de la oxidación de 

residuos de aminoácidos necesarios para su actividad y esto concuerda con el efecto protector 

parcial observado en presencia de BHT (Fig. 5B, Capítulo 2 y Tabla II). Este argumento 

podría ser comprobado en un subsecuente estudio mediante la combinación de agentes 

antioxidantes que contengan propiedades protectoras en blancos diferentes (p. ej. el uso 

simultáneo de manitol y BHT) o la incubación con BME previa al tratamiento con Fe2+. Otro 

posible factor que podría participar en el aumento de la sensibilidad del complejo III al H2O2, 

es la pérdida de Fe de los centros redox del complejo, la cual se manifestaría como un 

aumento en la disponibilidad de Fe en forma libre (Figs. 6 y 7, Capítulo 4).  

 
Tabla I 

Efecto de algunos antioxidantes sobre la inhibición de la 
actividad del complejo II inducida por Fe2+ o H2O2  

Tratamientos -C18:3  +C18.3  
 
Fe2+ 50 M 

 
46.0 ± 3.62 

 
42.3 ± 3.1 

Fe2+ 50 M + BHT 50.7 ± 7.2 55.7 ± 4.0 
Fe2+ 50 M + MNTL 61.8 ± 3.6* 43.1 ± 3.8 
Fe2+ 50 M + BME 34.9 ± 3.6 16.4 ± 2.7 
   
H2O2 1.0 mM 54.6 ± 12.8 55.4 ± 6.3 
H2O2 1.0 mM + BME 89.1 ± 2.4** 84.6 ± 10.4** 
H2O2 1.0 mM + EDTA 55.6 ± 6.43 ND 
H2O2 1.0 mM + MNTL 58.7 ± 5.2 41.8 ± 4.9 
H2O2 1.0 mM + BHT ND 48.3 ± 1.6 

 
Los valores corresponden al porcentaje de actividad residual respecto 
al control y están expresados como el promedio ± el error estándar de 
al menos 3 repeticiones. *P<0.05 respecto a Fe2+ 50 μM. **P<0.01 
respecto a H2O2 1.0 mM ND: actividad no determinada. BHT: 
hidroxitolueno butilado. MNTL: manitol. BME: -mercaptoetanol.  
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Tabla II 
Efecto de algunos antioxidantes sobre la inhibición de la 

actividad del complejo III inducida por Fe2+ o H2O2  
Tratamientos -C18:3  +C18.3  
 
Fe2+ 50 M 43.8 ± 5.4 10.3 ± 3.3 
Fe2+ 50 M + BHT 62.2 ± 6.0 67.9 ± 9.1** 
Fe2+ 50 M + MNTL 82.6 ± 6.3** 4.6 ± 2.9 
Fe2+ 50 M + BME 46.4 ± 7.9 16.7 ± 5.0 
   
H2O2 0.5 mM 46.4 ± 4.7 48.9 ± 3.2 
H2O2 0.5 mM + BME 95.7 ± 3.3++ 58.2 ± 2.2* 
H2O2 0.5 mM + EDTA 50.2 ± 8.1 ND 
H2O2 0.5 mM + MNTL 43.3 ± 5.4 61.5 ± 7.8 
H2O2 0.5 mM + BHT          ND                49.3 ± 7.5 

 
Los valores corresponden al porcentaje de actividad residual respecto 
al control y están expresados como el promedio ± el error estándar de 
al menos 3 repeticiones. *P<0.05 respecto a H2O2 0.5 mM. ++P<0.01 
respecto a H2O2 0.5 mM **P<0.01 respecto a Fe2+ 50 M. ND: 
actividad no determinada. BHT: hidroxitolueno butilado. MNTL: 
manitol. BME: -mercaptoetanol.  
 
 

 
 

Tabla III 
Efecto de algunos antioxidantes sobre la inhibición de la 

actividad del complejo IV inducida por Fe2+ o H2O2  
Tratamientos -C18:3  +C18.3  
 
Fe2+ 100 M 76.6 ± 5 40.5 ± 4.3 
Fe2+ 100 M + BHT 69.5 ± 4.4 108.5 ± 8.3** 
   
H2O2 1.0 mM 109.5 ± 4.1 

 
116.3 ± 10.7 

 
Los valores corresponden al porcentaje de actividad residual respecto 
al control y están expresados como el promedio ± el error estándar de 
al menos 3 repeticiones. **P<0.01 respecto a Fe2+ 100 μM a H2O2 1.0 
mM. BHT: hidroxitolueno butilado. MNTL: manitol. BME: -
mercaptoetanol.  
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Los altos niveles de lipoperoxidación logrados con Fe no alteraron la concentración de 

citocromos (Fig. 7, Capítulo 2), lo que significa que el Fe contenido en los grupos hemo no fue 

liberado por este proceso. Sin embargo, otra posibilidad es que el Fe libre provenga del centro 

Fe-S de la ISP, ya que se ha demostrado en otras proteínas una alta susceptibilidad de estos 

centros al ataque por H2O2 (Tretter y Adam-Vizi 2000; Lee 1999). 

En el caso de los efectos producidos por el H2O2 en la CTE, se encontró que la 

sensibilidad a este oxidante aumentó en mitocondrias +C18:3 únicamente en el complejo III a 

las concentraciones más bajas de H2O2 utilizadas, lo cual se debe a que concentraciones más 

altas de este oxidante inhiben casi totalmente esta actividad también en mitocondrias –C18:3 

(Fig. 2, Capítulo 4 y Tabla II). Respecto a lo anterior, se encontró que la protección obtenida 

mediante el tratamiento con BME fue sensiblemente menor en mitocondrias +C18:3 (Fig. 4A. 

Capítulo 4 y Tabla II) que la observada en mitocondrias –C18:3 (Fig. 4B, Capítulo 3 y Tabla 

II), lo que sugiere que en ausencia de lipoperoxidación, la inhibición de este complejo con 

H2O2 procede a través de la oxidación de grupos –SH necesarios para su actividad, en tanto 

que bajo condiciones de lipoperoxidación moderada observadas con H2O2, la inhibición de 

este complejo procede a través de un mecanismo adicional a la oxidación de grupos –SH y que 

podría estar relacionado con la alteración de alguno de los grupos prostéticos inducida por la 

lipoperoxidación. Asimismo, es factible proponer que dicha alteración podría haberse llevado 

a cabo a nivel del centro Fe-S de la ISP o de los hemos de los citocromos que constituyen al 

complejo de un modo tal que propiciaría la liberación del Fe de estos grupos prostéticos y que 

correspondería con los niveles mayores de Fe libre observados en mitocondrias +C18:3 (Figs. 

6 y 7, Capítulo 4). Consecuentemente, el Fe liberado sería responsable de la estimulación de la 

lipoperoxidación observada en la Fig. 1 del Capítulo 4, creando un círculo vicioso de 

lipoperoxidación-daño oxidativo a los complejos respiratorios-liberación de Fe-estimulación 

de la lipoperoxidación.  

Respecto a la inhibición del complejo II por H2O2, se observó que la sensibilidad a este 

oxidante fue la misma tanto en mitocondrias –C18:3 como en mitocondrias +C18:3 (Fig. 2A, 

Capítulo 4 y Tabla I), lo que apoya la conclusión mencionada con anterioridad acerca de la 

nula participación de la lipoperoxidación en la inhibición de este complejo. En el caso del 

efecto protector por los diferentes antioxidantes probados, se encontró que el BME revierte la 

inhibición en la actividad de este complejo a un nivel similar en mitocondrias –C18:3 y en 
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mitocondrias +C18:3 (Fig. 4A, Capítulo 3; Fig. 3A, Capítulo 4 y Tabla I)), mientras que los 

demás antioxidantes no presentaron efecto alguno (Fig. 5A, Capítulo 3, Fig. 3A, Capítulo 4 y 

Tabla I). Estos resultados sugieren que la inhibición de este complejo por H2O2 procede a 

través de la oxidación reversible de los grupos –SH que han sido descritos como necesarios 

para su actividad catalítica (Lê-Quôc et al 1981), mediante un proceso que es independiente de 

la lipoperoxidación. 

A diferencia de lo observado en los complejos II y III, el complejo IV fue totalmente 

insensible a los efectos del H2O2 independientemente de la composición mitocondrial de 

ácidos grasos (Tabla III). Una posible explicación para este fenómeno puede radicar en el 

hecho de que este complejo puede actuar en presencia de H2O2 como una peroxidasa usando 

citocromo c reducido como donador de electrones (Vygodina et al. 1998). Durante el ciclo 

catalítico del complejo, el dioxígeno unido al Fe3+ del hemo a3 (Fe3+-O-O=) sufre una doble 

protonación, formándose un peróxido (Fe3+-HO-OH) el cual es inestable y sufre 

inmediatamente un rompimiento heterolítico dando lugar a la liberación de agua. El H2O2 

puede unirse directamente al hemo a3, formar el complejo Fe3+-HO-OH y sufrir un 

rompimiento heterolítico similar al del peróxido intermediario formado durante el ciclo 

catalítico en condiciones normales (Vygodina y Konstantinov 2007). Por lo tanto, es posible 

que el H2O2 en este complejo funcione más como un sustrato de la enzima que como un 

agente que oxide y dañe su estructura. A este respecto, se ha comprobado la existencia de 

grupos –SH libres en el complejo IV de mamíferos (Lin et al. 2003); sin embargo, en función 

de los resultados obtenidos es posible que estos sulfhidrilos no sean esenciales para su 

actividad o que el hemo a3 tenga una mayor afinidad por el H2O2 que dichos grupos -SH. 

El complejo IV requiere del fosfolípido cardiolipina para su actividad catalítica 

(Chicco y Sparagna 2007), lo cual puede explicar la inhibición en la actividad de este 

complejo sensible a BHT observada en mitocondrias +C18:3 tratadas con Fe2+ (Figs. 4C y 5C, 

Capítulo 2 y Tabla III). No obstante que la lipoperoxidación fue inducida también por H2O2 en 

mitocondrias +C18:3, es posible que los bajos niveles de este parámetro observados bajo estas 

condiciones (Fig. 1 Capítulo 4) no sean suficientes para afectar la actividad de este complejo.  

Por otra parte, el tratamiento con Fe2+ indujo en mitocondrias +C18:3 una resistencia al 

efecto inhibitorio de la antimicina A sobre la reducción del citocromo c, producto de la 

actividad del complejo III (Fig. 6b, Capítulo 2). Esta resistencia puede ser atribuida al daño 
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lipoperoxidativo sobre el complejo ya que fue prevenida por el tratamiento con BHT (Fig. 6d, 

Capítulo 2) y no fue observada en mitocondrias –C18:3 (Fig. 6b, Capítulo 2). La reducción de 

citocromo c resistente a antimicina A puede interpretarse como una reacción colateral al ciclo 

Q que aumentó la formación de radical O2
•-, puesto que este radical libre es capaz de reducir 

de manera no catalítica al citocromo c (Boveris y Cadenas 1975; Muller et al. 2002). La 

reducción del citocromo c fue casi totalmente eliminada a través de la remoción del O2
•- por la 

MnSOD únicamente en mitocondrias +C18:3 (Tabla 1, Capítulo 2), lo que confirma que el 

daño lipoperoxidativo inducido por Fe2+ incrementó la formación de O2
•-. Un efecto similar 

fue encontrado en las mitocondrias +C18:3 expuestas al H2O2 (Fig. 5, Capítulo 4). El radical 

O2
•- puede producirse en el sitio QO del complejo III a través de la reacción del radical QH•- 

con el O2. Dicha reacción puede ser impedida mediante la inhibición de la oxidación del QH2 

por el inhibidor del sitio QO estigmatelina, el cual bloquea de manera competitiva el sitio de 

unión donde el QH2 es parcialmente oxidado y desprotonado (Muller et al. 2003), La 

estigmatelina inhibió totalmente la reducción del citocromo c (Fig. 6c, Capítulo 2), 

confirmando que la misma fue debida a la producción de O2
•- en el sitio QO del complejo III.  

 La producción de O2
•- fue atribuida a un defecto en la reducción del citocromo b 

provocado por la lipoperoxidación, ya que el pico de absorción de este citocromo (562 nm), 

usando succinato como donador de electrones, no se observó en el espectro de absorción de 

mitocondrias +C18:3 tratadas con Fe2+ (línea continua, Fig. 8d, Capítulo 2), en tanto que dicho 

pico si apareció tanto en el espectro de mitocondrias –C18:3 (línea continua, Fig. 8c, Capítulo 

2) como en el de mitocondrias +C18:3 tratadas previamente con BHT (línea continua, Fig. 8e, 

Capítulo 2). Asimismo, la adición de antimicina A (la cual inhibe la reoxidación del citocromo 

b en el sitio Qi) (línea punteada, Fig. 8d, Capítulo 2), no tuvo el mismo efecto que el 

observado en mitocondrias –C18:3 (un aumento en la intensidad del pico a ∼562 nm, línea 

punteada, Fig. 8c, Capítulo 2) o en mitocondrias +C18:3 en presencia de BHT y Fe2+ (línea 

punteada, Fig. 8e, Capítulo 2), lo que confirma que el citocromo b no fue reducido y 

concuerda con la resistencia a la antimicina A observada en los trazos de reducción de 

citocromo c (Fig. 6b, Capítulo 2). El defecto en la reducción del citocromo b no fue debido a 

la destrucción de los grupos hemo de esta subunidad, dado que la concentración de citocromo 

b usando ditionita como donador de electrones (la ditionita reduce directamente a los 

citocromos independientemente de la actividad de la CTE) fue similar a la observada en el 
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control (Fig. 7b, Capítulo 2). Por lo tanto, la inhibición de la reducción del citocromo b podría 

ser debida a una alteración en su conformación inducida por la lipoperoxidación, dado el 

requerimiento de esta subunidad por los lípidos para mantener una estructura y función 

adecuadas (Tsai et al. 1986). Otra explicación alternativa es que la lipoperoxidación alteró el 

potencial redox de los hemos b a un valor desfavorable que impediría su reducción. En 

cualquier caso, el defecto en la reducción del citocromo b estimularía una reacción colateral al 

ciclo Q atribuible a la acumulación de radical QH•- en el sitio QO debido a la imposibilidad de 

los hemos b de aceptar el segundo electrón de la oxidación bifurcada del QH2. El radical QH•- 

reduciría al oxígeno a radical O2
•- y este a su vez, reduciría al citocromo c de una manera 

insensible a antimicina A.  

La lipoperoxidación podría afectar también la reducción catalítica del citocromo c a 

través del citocromo c1 debido a que el movimiento rotacional de la ISP hacia el citocromo c1 

depende de la interacción de la ISP con la cardiolipina de la membrana interna mitocondrial. 

El defecto en la reducción del citocromo b podría también contribuir a la alteración en el 

movimiento rotacional de la ISP, puesto que se ha propuesto que la disrupción en la 

transferencia de electrones entre los hemos b podría afectar dicho movimiento (Yang et al. 

2008).  

En cuanto al efecto del estrés oxidativo inducido por el Fe+2 sobre los citocromos de 

mitocondrias –C18:3, no se encontró alteración alguna en la reducción de los mismos 

estimulada por succinato (línea continua, Fig. 8c, Capítulo 2), mientras que tampoco se 

observaron alteraciones en el efecto de la antimicina A sobre la reducción del citocromo b 

(línea punteada, Fig. 8c, Capítulo 2). Sin embargo, se encontró una disminución en la 

concentración total de citocromos c+c1 (Fig. 7a, Capítulo 2). Por lo tanto, este efecto podría 

participar en la disminución observada en la actividad del complejo III en mitocondrias -C18:3 

(Fig. 4b, Capítulo 2) limitando el flujo de electrones a través del complejo. Dado que la 

inhibición de dicha actividad fue prevenida por el tratamiento con manitol (Fig. 4B, Capítulo 

4), es factible proponer que las ERO podrían haber afectado a alguno de los aminoácidos que 

participan en la catálisis de este complejo o en la unión del grupo hemo del citocromo c o c1. 

El hecho de que la concentración de los citocromos c+c1 haya sido alterada en mitocondrias –

C18:3 pero no en mitocondrias +C18:3, puede estar relacionado con el efecto protector que 

tienen los ácidos grasos poliinsaturados sobre el daño inducido en la estructura y función del 
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citocromo c por diferentes agentes oxidantes  (Nantes et al. 2000; Rodrigues et al. 2007). Es 

posible que los citocromos se conviertan en uno de los principales blancos del estrés oxidativo 

en mitocondrias –C18:3 en vista de la resistencia de los ácidos grasos de esta clase de 

mitocondrias al daño oxidativo.  

 Generalmente, la generación de ERO en las mitocondrias es vista como un proceso 

deletéreo para la célula (Ide et al. 1999; Cadenas y Davies, 2000). Sin embargo, al H2O2 se le 

ha atribuido un papel en la señalización celular como segundo mensajero debido a que posee 

una mayor selectividad en su acción que otras ERO (p. ej. el radical OH•), a su alta capacidad 

de difundir a sitios lejanos de su lugar de generación y a que es una molécula enzimáticamente 

metabolizable (Forman et al. 2004). En el caso particular de S. cerevisiae, la transcripción de 

diferentes genes involucrados en la respuesta a condiciones de estrés oxidativo, puede ser 

regulada por concentraciones sub-letales de H2O2 y de radical O2
•- a través de su interacción 

con el factor de transcripción Yap1p (Coleman et al. 1999). Entre los genes cuya expresión se 

regula por Yap1p, se encuentra GLR1, el cual codifica para una glutatión reductasa 

involucrada en el mantenimiento de un valor alto de la proporción GSH/GSSG (Grant et al. 

1996). A su vez, el glutatión está involucrado en la destoxificación enzimática de los 

productos tóxicos de la lipoperoxidación (Tan et al. 1984). Por lo tanto, es posible proponer 

que la producción de ERO detectada en mitocondrias +C18:3 podría ser parte de una vía de 

señalización en respuesta al daño lipoperoxidativo en la mitocondria. Dicha vía podría activar 

mecanismos que eliminen los productos tóxicos de la lipoperoxidación y que disminuyan la 

concentración de ERO a un nivel que no sea letal para la célula. En relación a lo anterior, se 

encontró un aumento en la sensibilidad de la viabilidad celular al estrés oxidativo en 

esferoplastos +C18:3 tratados con 100 μM Fe2+ (Fig. 4, Capítulo 1), observándose una pérdida 

parcial de la viabilidad en un 30%, lo cual sugiere que la lipoperoxidación sensibiliza a la 

célula en general a los efectos dañinos del estrés oxidativo pero permite cierto nivel de 

viabilidad. En contraste, en otro trabajo en el que se utilizaron esferoplastos con la función 

mitocondrial eliminada mediante el uso de bromuro de etidio, se encontró que la viabilidad 

celular disminuyó hasta en un 90% exclusivamente en esferoplastos +C18:3 tratados con la 

concentración de Fe2+ antes mencionada (Estrada 2007). Por lo tanto, esto indica que la 

mitocondria es necesaria para mantener un cierto grado de viabilidad aún cuando bajo en estas 
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condiciones, la mitocondria produce ERO (Tabla 1, Capítulo 2), las cuales podrían activar una 

respuesta de defensa mediante el mecanismo señalado anteriormente. 

En el caso de la inhibición reversible de la CTE por la oxidación de grupos –SH en 

presencia de H2O2, es posible plantear que dichos grupos podrían funcionar como un sensor 

redox que modularía la actividad de la CTE en función del estado redox de la mitocondria, 

limitando el flujo de electrones hacia la CTE y por lo tanto, la producción de  ERO en la 

misma, lo cual concordaría con la nula producción de O2
•- observada en mitocondrias –C18:3 

(Fig. 5, Capítulo 4). 

En el esquema 3 se propone un modelo que explica el papel de la lipoperoxidación 

sobre el daño a la CTE tomando en cuenta la mayor parte de los resultados encontrados en el 

presente trabajo. En condiciones de nula lipoperoxidación, los complejos de II (CII) y III 

(CIII) de la CTE serían inhibidos por el H2O2 y posiblemente, por las ERO producidas por el 

Fe2+, mediante la oxidación de grupos –SH reactivos que son necesarios para la actividad de 

estos complejos (1) lo cual sería revertido mediante la adición de un reductor de agentes –SH 

como el BME (2), mientras que en el caso del Fe2+, el daño sobre estos grupos podría ser 

prevenido por el manitol. En el caso del complejo IV (CIV), el H2O2 no ejercería ningún 

efecto sobre su actividad y funcionaria más como un  sustrato debido a su actividad peroxidasa 

(3). La lipoperoxidación (explosión de color rojo en la membrana) aumentaría la sensibilidad 

de la CTE al estrés oxidativo a nivel de los complejos III y IV debido al requerimiento de 

lípidos en estos complejos para su actividad (4). La lipoperoxidación estimularía la liberación 

de Fe de los grupos prostéticos del complejo III posiblemente a nivel del centro Fe-S de la ISP 

(5). El Fe estimularía la producción de radical OH• mediante su interacción con el H2O2 (6), lo 

que favorecería la lipoperoxidación en presencia de este oxidante. En el caso del complejo III 

(recuadro), la lipoperoxidación afectaría la estructura de la subunidad citocromo b debido a su 

naturaleza hidrofóbica, de un modo tal que impediría la transferencia de electrones hacia los 

hemos bL y bH (7). Por lo tanto, el radical QH• producto de la oxidación del QH2  por la ISP se 

acumularía en el sitio QO propiciando la aparición de una reacción colateral al ciclo Q en la 

que la QH• reaccionaría con el O2 (flecha roja) para formar radical O2
•- (8 y 9). Por lo tanto, 

bajo estas condiciones, la reducción del citocromo c procedería principalmente a través de su 

reacción con el radical O2
•- de una manera sensible a MnSOD (10), mientras que la reducción 

catalítica del citocromo c a través del ciclo Q estaría limitada debido a que la lipoperoxidación 
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impediría el movimiento rotacional de la ISP entre el citocromo b y el citocromo c1 al afectar 

las interacciones fosfolípido-proteína necesarias para dicho movimiento (11). Asimismo, la 

producción de radical O2
•- y la reducción no catalítica del citocromo c sería eliminada al 

inhibir la oxidación parcial del QH2 a radical QH• por el inhibidor del sitio QO estigmatelina 

(12). 
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Esquema 3. Modelo propuesto para explicar el mecanismo mediante el cual la 

lipoperoxidación aumenta la sensibilidad de la CTE al estrés oxidativo y favorece la 

formación de radical O2
•- mediante el daño lipoperoxidativo en el complejo III. Revisar el 

texto para explicación. 
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6.- PERSPECTIVAS 

 

• Determinar si el defecto observado en la reducción del citocromo b por la 

lipoperoxidación es debido a una alteración en el potencial redox de los hemos b o a 

una alteración estructural de esta subunidad. 

• Determinar el efecto de la lipoperoxidación sobre otros parámetros del funcionamiento 

mitocondrial tales como el establecimiento del Ψ o la síntesis de ATP. 

• Determinar si las ERO generados por el complejo III sirven como una señal para 

inducir una respuesta al estrés oxidativo mediante la activación de la transcripción de 

genes involucrados en los mecanismos antioxidantes de la célula (p. ej. el sistema de 

glutatión peroxidasa) mediada por factores de transcripción que son activados por ERO 

(p. ej. Yap1p), o establecer si dichas ERO sirven para activar la muerte programada de 

la célula. 

• Determinar el origen (centros Fe-S de los complejo II y III o de la aconitasa, grupos 

hemo de los citocromos) del Fe libre detectado bajo condiciones lipoperoxidantes en 

presencia de H2O2.  

• Conocer si el estrés oxidativo generado por la exposición a diversos agentes (p. ej. 

farnesol, ácido acético) que estimulan la producción de ERO en la mitocondria de 

levadura, puede tener un efecto similar al observado cuando el estrés oxidativo es 

generado de manera exógena (este trabajo). 
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