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GLOSARIO 

AA antimicina A 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

ADP Adenosina Difosfato  

ATP Adenosina trifosfato  

BN-PAGE Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

BSA Bovine Serum Albumin 

CCCP m-clorocarbonilcianuro fenilhidrazona 

CI Complejo I 

CII Complejo II 

CIII Complejo III  

CIV Complejo IV  

CL Cardiolipina 

CN-PAGE Colorless Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

CoQ coenzima Q  

CR control respiratorio 

CTE  cadena de transporte de electrones 

CV Complejo V 

DCPIP 2,6 diclorofenolindofenol 

DDM  n-dodecil-B-maltósido  

DNPH 2,4-dinitrofenilhidracina 

EDTA ácido etilendiaminotetraacético 

EGTA Ethylene Glycol Tetraacetic Acid 

ERO especies reactivas de oxígeno 

FADH flavín-adenín-dinucleótido 
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FMN flavín-mononucleótido  

GSH glutatión reducido 

GSSG glutatión Oxidado 

HD Enfermedad de Hungtinton 

HF Falla cardíaca 

HR frecuencia cardiaca 

IAM  El infarto agudo al miocardio  

IR Isquemia reperfusión 

Ldh lactato deshidrogenasa 

LVDP left ventricular blood pressure 

MDA malondialdehído 

MTT bromuro de tiazoil azul tetrazolio  

NAC N-acetil-L-cisteína 

NADH nicotine adenin dinucleotido 

NEM N-etilmaleimida 

OMS Organización mundial de la Salud  

PE fosfatidiletanolamina 

PEP fosfoenolpiruvato 

Pk piruvato cinasa 

PMS metosulfato de fenacina 

PostC Post-acondicionamiento 

PTPm poro de la transicion de la permeabilidad mitocondrial 

PVDF difluoruro de polivinilidina 

RAAS sistema renina-angiotensina-aldosterona 

RET Reverse electron transfer  

Rot Rotenona 
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SC Supercomplejos 

SDH succinato deshidrogenasa  

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 

SNS sistema nervioso Simpático 

TMPO tetrametoxipropano 

Triton X-100  p-isooctilfenoxipolietoxietanol  

RESUMEN   
 
La fuga de electrones de la cadena respiratoria conduce a la formación de superóxido 
induciendo daño mitocondrial y celular durante la isquemia y la reperfusión (IR). En este trabajo 
evaluamos sí el ensamblaje supramolecular de los complejos respiratorios en supercomplejos 
(SC) está asociado con la eficiencia energética preservada y el estrés oxidativo disminuido en 
los corazones post-isquémicos tratados con el antioxidante N-acetilcisteína (NAC) y la maniobra 
mecánica cardioprotectora de postacondicionamiento (PostC). Las variables hemodinámicas, el 
tamaño del infarto, los marcadores de estrés oxidativo, el consumo de oxígeno y la 
actividad/estabilidad de los SC se compararon entre los grupos. Encontramos que el consumo 
de oxígeno mitocondrial y la actividad de los complejos respiratorios se conservan en las 
mitocondrias de los corazones reperfundidos tratados con NAC y PostC. Ambos tratamientos 
contribuyen a recuperar la actividad de complejos individuales. El NAC redujo el estrés oxidativo 
y mantiene los SC que contienen el complejo I, complejo III, complejo IV y la proteína 
adaptadora SCAFI más eficazmente que PostC. Las actividades de CI, CIII y CIV asociadas a 
los ensamblajes de SC se conservaron con esta maniobra, lo que sugiere que la activación de 
otros mecanismos cardioprotectores además de la contención del estrés oxidativo podría 
participar en el mantenimiento de la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales en 
tales superestructuras. 
Concluimos que tanto el conjunto monomérico como el conjunto de SC de la cadena 
respiratoria contribuyen a la funcionalidad in vivo de las mitocondrias. Sin embargo, aunque el 
daño inducido por ERO y el consiguiente aumento de la producción de estrés afectan el 
ensamblaje de SC, otros niveles de regulación como los inducidos por PostC, podrían participar 
en el mantenimiento de la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales en dichas 
superestructuras. 
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ABSTRACT 
 
Electron leakage from dysfunctional respiratory chain and consequent superoxide formation 
leads to mitochondrial and cell injury during ischemia and reperfusion (IR).  In this work we 
evaluate if the supramolecular assembly of the respiratory complexes into supercomplexes 
(SCs) is associated with preserved energy efficiency and diminished oxidative stress in post-
ischemic hearts treated with the antioxidant N-acetylcysteine (NAC) and the cardioprotective 
maneuver of Postconditioning (PostC). Hemodynamic variables, infarct size, oxidative stress 
markers, oxygen consumption and the activity/stability of SCs were compared between groups. 
We found that mitochondrial oxygen consumption and the activity of respiratory complexes are 
preserved in mitochondria from reperfused hearts treated with both NAC and PostC.  Both 
treatments contribute to recover the activity of single complexes.  NAC reduced oxidative stress 
and maintains SCs assemblies containing Complex I, Complex III, Complex IV and the adapter 
protein SCAFI more effectively than PostC.  The activities of CI, CIII and CIV associated to SCs 
assemblies were preserved by this maneuver, suggesting that the activation of other 
cardioprotective mechanisms besides oxidative stress contention might participate in 
maintaining the activity of the mitochondrial respiratory complexes in such superstructures.  
We conclude that both the monomeric and the SCs assembly of the respiratory chain contribute 
to the in vivo functionality of the mitochondria. However, although the ROS-induced damage and 
the consequent increased production of ROS affect the assembly of SCs, other levels of 
regulation as those induced by PostC, might participate in maintaining the activity of the 
mitochondrial respiratory complexes in such superstructures.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 

 

Las enfermedades cardiovasculares han sido la principal causa de muerte a nivel 

mundial durante los últimos 15 años. Estos desórdenes del corazón y de los vasos 

sanguíneos incluyen la cardiopatía coronaria, las enfermedades cerebrovasculares, 

arteriopatías periféricas, las cardiopatías congénitas y las enfermedades isquémicas.  

Los ataques al corazón y los accidentes vasculares cerebrales suelen ser fenómenos 

agudos que se deben a obstrucciones que impiden que la sangre fluya hacia una parte 

del corazón o del cerebro.  Su incidencia aumenta cuando se suman factores de riesgo, 

tales como el tabaquismo, las dietas malsanas y la obesidad, la inactividad física, el 

consumo nocivo de alcohol, la hipertensión arterial, la diabetes y la hiperlipidemia.  De 

los 56,4 millones de defunciones registradas a nivel mundial en 2016, las principales 

causas de mortalidad en el mundo fueron la cardiopatía isquémica y el accidente 

cerebrovascular, que ocasionaron alrededor de 15,2 millones de defunciones en ese 

año (Organización mundial de la Salud OMS 2016).  

 

1.2 INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO  

 

El infarto agudo al miocardio (IAM) está relacionado con la isquemia debido a un evento 

coronario primario o bien por: erosión, ruptura, fisura o disección de la placa 

aterosclerótica.  

La oclusión coronaria impide el paso de oxígeno y nutrientes al tejido, por lo que éste 

sólo puede obtener energía a expensas del glucógeno almacenado en los 

cardiomiocitos con la consecuente producción de acido láctico y de hidrogeniones que 

producen un pH ácido en el interior de la célula. Sin embargo, la energía producida no 

es suficiente para mantener la función cardíaca, por lo que es indispensable rescatar la 
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mayor cantidad de tejido reintroduciendo el flujo sanguíneo en la zona ocluida.  A este 

procedimiento se le denomina "reperfusión" y paradójicamente puede causar daño 

estructural y funcional adicional al que sufre el miocardio durante el periodo isquémico.  

 

1.3 DAÑO POR REPERFUSIÓN 

 

Este fenómeno, fue descrito por primera vez en los años 70’s por Jennings et al. (1974). 

En modelos animales se ha demostrado que como consecuencia del daño por 

reperfusión, se incrementa hasta en un 50% el tamaño final de la zona infartada. El 

daño por reperfusión es consecuencia de múltiples mecanismos que se activan tanto en 

el interior como en el exterior de la célula.  Fisiológicamente, el daño se traduce en  

disfunciones del endotelio, del sistema  vascular,  del metabolismo, de la contracción, 

en la descompensación en el flujo de sangre y en fenómenos de muerte celular, como 

la necrosis y la apoptosis.  La disfunción mitocondrial, que ocurre como consecuencia 

de la sobrecarga de calcio y del incremento en la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ERO), es considerada el “punto sin retorno” en la muerte celular del miocardio 

isquémico/reperfundido (Jennings et, al., 1974).  

 

1.4 GENERACIÓN DE ENERGÍA AERÓBICA EN EL CORAZÓN 

 

El corazón es un órgano de alta demanda energética, por lo tanto en condiciones 

fisiológicas la actividad de bombeo permanente requiere del aporte energético 

constante que se deriva principalmente del catabolismo de los ácidos grasos para la 

generación de acetil CoA y de equivalentes reductores que son oxidados por la cadena 

de transporte de electrones (CTE) para la generación de moléculas de adenosina 

trifosfato (ATP) en la mitocondria. 

El proceso de oxidación-reducción de las coenzimas se lleva a cabo en la membrana 

mitocondrial interna mediante los complejos respiratorios y proteínas accesorias que 

resultan en la reducción de O2 a H2O y en el establecimiento de un gradiente 

electroquímico de protones que impulsa la síntesis de ATP por la ATP sintasa (Mitchell 

P, 1968). Los centros redox en tales proteínas consisten de centros hierro-azufre, 
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citocromos, grupos hemo/Cu y flavinas (Schägger et al., 2001, Schäfer et al., 1996). La 

cadena respiratoria en los mamíferos está compuesta por cinco complejos: el complejo I 

(NADH: ubiquinona oxidorreductasa) que contiene un grupo prostético de flavín-

mononucleótido (FMN) junto a 8 grupos hierro-azufre que acopla la transferencia de 

electrones del NADH a la coenzima Q (CoQ) con la translocación de cuatro protones 

hacia el espacio intermembranal. Este complejo tiene un peso molecular de alrededor 

de 1000 kDa con 45 subunidades polipeptídicas, de las cuales siete están codificadas 

por el genoma mitocondrial (Gnandt et al., 2016). El complejo II: succinato-coenzima Q 

oxidoreductasa o succinato deshidrogenasa (SDH) es una proteína heterotetramérica 

embebida en la membrana interna mitocondrial que tiene como grupo prostético al 

cofactor flavín-adenín-dinucleótido (FADH), que posee una cabeza hidrofílica expuesta 

hacia la matriz mitocondrial en donde  se cataliza la oxidación de succinato a fumarato 

en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Vives- Bauza et al., 2010). El complejo III: 

ubiquinol-citocromo c oxidoreductasa, es el tercer complejo de la cadena de transporte 

de electrones y forma un dímero estable.  Este complejo  es una proteína multimérica 

transmembranal codificada por los genomas nuclear y mitocondrial y contiene 11 

subunidades, y una masa de 248 kDa por monomero. El complejo IV (citocromo c 

oxidasa) es una proteína integral de membrana que incluye varios grupos prostéticos y 

13 subunidades, diez subunidades codificadas por el genoma nuclear y tres por el 

genoma mitocondrial. Este complejo contiene hemo a y hemo a3, así como dos átomos 

de Cu. El complejo V (ATP sintasa o F1F0) es una enzima transmembranal que cataliza 

la conversión de ADP y Pi a ATP utilizando el gradiente electroquímico generado por el 

bombeo de protones del complejos I, III y IV. Se compone de dos partes: una región 

soluble y catalítica de cara a la matriz mitocondrial (F1) y un segmento transmembranal 

(F0) con actividad de hemicanal, el complejo tiene una masa total de 750 kDa (Wittig et 

al., 2010 y Jonckheere et al., 2012). 

 

1.5 ORGANIZACIÓN DE LOS COMPLEJOS RESPIRATORIOS MITOCONDRIALES 

 

Como se describe en la figura 1, se han propuesto tres modelos para describir las 

asociaciones entre los complejos respiratorios: 1) El modelo de estado fluído en el que 
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se representa a los complejos respiratorios físicamente dispersos en la membrana 

interna mitocondrial, conectados por grupos de acarreadores móviles de electrones 

(citocromo c y CoQ). Este modelo se estableció después de determinar los coeficientes 

de difusión de todos los componentes redox y comparar las frecuencias calculadas de 

colisión/difusión con las velocidades de transporte de los electrones (Gupte et al., 

1984). La transferencia máxima de electrones fue más lenta que el límite establecido 

por la difusión lateral, por lo tanto, se concluyó que no eran necesarias cadenas, 

conjuntos o agregados de los componentes redox para el transporte de electrones. 2)  

El modelo de estado sólido, que aunque fue propuesto por primera vez por Chance y 

Williams (1955), quedó plenamente establecido por  Shägger y Pfeiffer en el año 2000. 

Estos investigadores, mediante el uso de electroforesis nativa azul (BN-PAGE), 

mostraron evidencias estructurales de que los complejos respiratorios en mitocondrias 

de levadura no solo se distribuyen aleatoriamente en la membrana interna mitocondrial 

y se conectan a través de citocromo c y CoQ, sino que están organizados en 

estructuras supramoleculares. 3) Actualmente, ambos modelos han sido fusionados y 

transformados en un tercer modelo, llamado modelo de plasticidad, en el cual coexisten 

formas de difusión libre y asociadas en supercomplejos de la cadena respiratoria 

mitocondrial en un equilibrio dinámico (Acín Pérez et al., 2014). 

Todos los complejos mitocondriales, excepto la succinato deshidrogenasa (complejo II) 

se organizan en supercomplejos en los mamíferos (Eubel et al., 2004). El complejo I, se 

asocia con el complejo III en una relación 1:2 (I1-III2) y con una o más copias del 

complejo IV (I1-III2-IVn) (Schägger y Pfeiffer, 2000). Las superestructuras conformadas 

por I1-III2-IV1 se denominan "respirosomas", porque esta unidad básica permite la 

transferencia de electrones del NADH al oxígeno (Acín-Pérez et al., 2008); estos 

autores también demostraron que el respirosoma contiene CoQ y citocromo c  y que el 

consumo de oxígeno se inhibe en presencia de inhibidores específicos  clásicos, como 

la rotenona, la antimicina y el cianuro. En 2007, se obtuvo el primer mapa tridimensional 

de un supercomplejo de bovino (I1-III2-IV1) mediante análisis de microscopía electrónica. 

Con este mapa tridimensional, se determinaron las posiciones y orientaciones de todos 

los complejos individuales en el supercomplejo, se localizaron los sitios de ubiquinona y 

citocromo c y también se mostró que el sitio de unión del transportador de electrones de 
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cada complejo es proximal al sitio de unión del complejo sucesivo en la cadena 

respiratoria, proporcionando evidencia estructural de que las distancias de difusión para 

los portadores de electrones móviles podrían facilitar su interacción con los complejos 

respiratorios (Schäfer et al. al., 2007),  sumando evidencias a la hipótesis de la 

canalización directa de los sustratos dentro del supercomplejo.  Además del 

respirosoma (I1-III2-IVn), se ha propuesto que la ATP sintasa también puede dimerizarse 

proporcionando un marco estructural para la formación de las crestas mitocondriales 

(Wittig et al., 2006). 

Por otro lado, se ha propuesto que los supercomplejos pueden organizarse en un nivel 

estructural mayor.  Esta hipótesis deriva de los estudios de Allen et al., quienes en 1989  

describieron proyecciones más grandes (13 × 22-nm) que las correspondientes a las 

proyecciones de 9 nm de la F1-ATPasa en la membrana mitocondrial interna. Un 

análisis posterior de tales proyecciones llevó a la idea de que tales estructuras podrían 

corresponder a respirosomas que forman ensamblajes más grandes.  Wittig et al. 

(2006) propusieron un modelo en mitocondrias de Paramecium multimicronucleated en 

el que la asociación de los supercomplejos (I1-III2-IV4) genera "cadenas respiratorias" 

(conjuntos lineales de supercomplejos respiratorios), (Figura 1). 
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Figura 1: Modelos de la cadena respiratoria mitocondrial en complejos y 
supercomplejos. A) modelo de estado líquido, B) modelo de estado Sólido y  C) modelo 
de plasticidad CI= complejo I, CII= complejo II, CIII= complejo III, CIV= complejo IV, 
CV=complejo V, EIM= espacio intermembranal. 
 

1.6 TÉCNICAS PARA DETECTAR SUPERCOMPLEJOS RESPIRATORIOS 

 

El estudio de estas estructuras supramoleculares se lleva a cabo comúnmente en geles 

nativos con o sin la adicion del azul brillante de coomassie G-250, BN-PAGE 

(electroforesis nativa en geles azules de poliacrilamida, por sus siglas en inglés) o CN-

PAGE (electroforesis nativa en geles claros de poliacrilamida, también por sus siglas en 

inglés). Estas técnicas proporcionan una plataforma de separación que permite el 

análisis de complejos proteicos a una escala proteómica en un solo experimento 

(Krause et al., 2006), superando la desafiante tarea de desentrañar las interacciones 

proteína-proteína in vivo. BN-PAGE es un método en el que la disociación de las 

subunidades o la pérdida de actividades enzimáticas se previene fijando el pH a 7,5 y 

añadiendo el colorante aniónico Coomassie blue G-250 a la muestra y al amortiguador 

de corrida. El azul de coomassie se une a las proteínas de membrana y a algunas 

proteínas solubles, preservando la asociación entre proteínas y confiriendo una carga 

neta negativa a los complejos. La unión del colorante disminuye la agregación de 

proteínas solubilizadas con detergente y hace innecesario incluir más detergente en el 

gel, las proteínas migran al ánodo y se separan de acuerdo con su tamaño (Krause et 

al., 2006). Las proteínas de membrana deben extraerse del ambiente lipídico con 

detergentes de naturaleza no iónica que no interrumpen las interacciones proteína-

proteína antes de BN-PAGE o CN-PAGE. Los detergentes que proporcionan una 

extracción eficiente y particularmente suave de complejos proteicos de membranas 

mitocondriales de mamíferos son el n-dodecil-B-maltósido (DDM) (Schägger y Pfeiffer, 

2000; Choksi et al., 2004), el p-isooctilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100) (Tomasetig et 

al. , 2002) y la digitonina (Saeki et al., 2000; Shinzawa-Itoh et al., 2016). 
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Por otro lado, el uso de la CN-PAGE está restringida a especies de proteínas con carga 

negativa neta intrínseca, ya que no se incluye en el ensayo el colorante azul de 

Commassie G-250. Sin embargo, existen informes de que hay rendimientos mayores de 

los complejos de la fosforilación oxidativa obtenidos por CN-PAGE que por BN-PAGE, 

lo que indica que la detección exitosa de las interacciones proteína-proteína depende 

de proteínas específicas y de una solubilización eficiente por el detergente (Krause et 

al., 2005). Las ventajas de usar este método son que las interacciones proteína-

proteína no se ven afectadas por el colorante aniónico, por lo que los complejos 

proteicos son menos susceptibles de disociarse y los geles incoloros son más 

adecuados para detectar actividades enzimáticas en el gel. 

La electroforesis nativa en geles azules de poliacrilamida se puede combinar con geles 

de segunda dimensión, técnica mejor conocida como sistema 2D-BN / dodecilsulfato de 

sodio SDS-PAGE, que permite la separación de los supercomplejos y de las 

subunidades que constituyen cada complejo y SC. La base de este sistema 2D es un 

paso de desnaturalización y la separación de las subunidades de cada complejo/ 

supercomplejo (Sunderhaus et al., 2007). 

Una técnica menos utilizada, pero muy conveniente para el estudio de estas estructuras 

es la centrifugación en gradiente de sacarosa, que separa los complejos de proteínas 

mitocondriales por tamaño, después de ser solubilizados con digitonina (Hanson et al., 

2001). Las fracciones obtenidas se separan posteriormente en BN-PAGE y la 

composición de complejos específicos se evalúa mediante inmunodetección. Con 

ayuda de esta técnica se pueden realizar ensayos funcionales, así como otras 

determinaciones (por ejemplo, contenido de fosfolípidos y/o de acarreadores móviles) 

(Shinzawa-Itoh et al., 2016). 

 

1.7 FACTORES INVOLUCRADOS EN LA FORMACIÓN DE SUPERCOMPLEJOS 

 

Existen dos hipótesis sobre cómo se forman los supercomplejos: la primera es que se 

forman por la asociación ordenada de complejos pre-ensamblados (Acín-Perez et al., 

2008) y la segunda, que los SC conforman las unidades estructurales para el 

"respirosoma", pero que también se requieren para que se complete el ensamblaje del 
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CI (Marques et al., 2007). Las evidencias a favor de la segunda propuesta fueron 

proporcionadas por Moreno-Lastres, et al. (2012), quienes tras evaluar la incorporación 

temporal de subunidades codificadas por el DNAmt en SC, descubrieron que el 

complejo I se ensambla en una entidad de 830 kDa, pero que las subunidades faltantes, 

NDSUFS4 y NDUFV1, sólo se incorporan  después de la asociación del complejo de 

830 kDa con subunidades del Complejo III y del Complejo IV.  

 

1.7.1 CARDIOLIPINA 

La cardiolipina (CL) es un fosfolípido ácido que se encuentra casi exclusivamente en la 

membrana mitocondrial interna y que representa del 10 al 15% del contenido total de 

lípidos en tales organelos (Hotch, 1992). La cardiolipina no sólo estabiliza la estructura 

y función de los componentes individuales de la cadena de transporte de electrones 

mitocondrial, sino también a los supercomplejos respiratorios en diferentes organismos 

(Mårtensson et al., 2017). Se ha demostrado que en levaduras, la CL es necesaria para 

la reconstitución de los complejos III y IV de los SC la eliminación del gen que codifica 

para la proteína requerida para la remodelación de cardiolipina conduce a defectos de 

crecimiento en fuentes de carbono no fermentables y promueve la liberación selectiva 

de un monómero del complejo IV del supercomplejo III2-IV2 (Gonzalvez F et al 2013; 

McKenzie M et al., 2006). Además, la alteración en la remodelación de la CL se asocia 

con la inestabilidad de los SC en pacientes con síndrome de Barth (McKenzie et al., 

2006). 

1.7.2 FOSFATIDILETANOLAMINA 

La  fosfatidiletanolamina (PE) es un fosfolípido zwitteriónico que no forma bicapas, es el 

fosfolípido más abundante en la membrana interna mitocondrial (Speelmans et al., 

1997). Los experimentos en levadura muestran que la estabilidad de los 

supercomplejos respiratorios no se ve comprometida cuando disminuyen los niveles de 

PE y, por el contrario, que se promueve la formación de estructuras más grandes 

compuestas por el complejo III y el complejo IV (Böttinger et al., 2012).  

1.7.3 FOSFATIDILCOLINA 
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Por otro lado, el papel de la fosfatidilcolina (PC) en el ensamblaje de los SC no está 

claro. Schuler et al. (2016) informaron que la disminución de PC no afecta la estabilidad 

y la actividad de los supercomplejos respiratorios en levaduras; mientras que otro grupo 

encontró en levadura que la reducción de PC se acompaña con crestas desorganizadas 

y con disminución de los SC I-III2-IVn (Horibata et al., 2016). Estos resultados 

controversiales podrían sugerir que se requiere de una cantidad umbral de PC para la 

formación y estabilidad de los supercomplejos. 

1.7.4 Rcf1 

Las subunidades estructurales de la citocromo oxidasa, Rcf1 y Rcf2 (Supercomplejo 

respiratorio 1/2) se describieron por primera vez en levaduras (Vukotic et al., 2012). 

Estos autores demostraron que los SC III2-IV2 disminuyen drásticamente en las 

mitocondrias mutantes que carecen de Rcf1 (Rcf1Δ). De acuerdo con estos datos, 

García-Villegas et al. (2017) encontraron el mismo fenotipo en la levadura al eliminar el 

carbono terminal de la subunidad Cox1 de la citocromo c oxidasa (Cox1ΔC15), lo que 

sugiere que Cox1 podría interactuar con Rcf1. Además, en las líneas celulares cíbridas 

obtenidas después de la fusión de plaquetas de pacientes con osteosarcoma y células 

ρ0, se relacionó el aumento en las formas truncadas de la proteína Cox1 con la 

reducción y/o desestabilización de los CI y CIII de supercomplejo I1-III2-IV1 (Horning-Do 

et al. , 2012).  Otros estudios en levadura muestran a Rcf1 asociado con 

supercomplejos que contienen citocromo bc1-Cox, mientras que en las cepas que 

expresan bajos niveles de Rfc1, el supercomplejo que contiene citocromo oxidasa-bc1 

fue más lábil al tratamiento con detergente y realizó menos asociaciones en SC 

(Strogolova et al., 2016). Es relevante tener en cuenta que Rcf1 tiene homólogos en 

otros eucariontes, incluidas las variantes humanas, que interactúan con el complejo bc1 

y median la formación de SC. 

1.7.5 PROTEÍNA FACTOR 1 DE ASOCIACIÓN EN SUPERCOMPLEJOS 

Los experimentos realizados en dos cepas de ratones, cada una de las cuales expresa 

una isoforma del factor I de asociación en supercomplejos (SCAFI), también conocido 

como COX7A2L o Cox7rp, llevaron a la propuesta de que esta proteína favorece la 

interacción entre los complejos III y IV. Al comparar la organización de supercomplejos 
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en mitocondrias de diferentes tejidos en ratones CD1 y C57BL/6JB57, se encontró que 

la isoforma larga de la cepa CD1 (113 aminoácidos) estaba presente en todos los 

supercomplejos que contenían CIII y CIV; mientras que la cepa C57BL / 6JB57 que 

contiene la isoforma más corta (111 aminoácidos) tiene niveles más bajos de SCAFI y 

menos supercomplejos III2IV1 y I1III2IV1. Se concluyó que SCAFI funciona como puente 

entre CIII y CIV, que la conformación de la isoforma corta se modifica de manera que 

interactúa con CIII pero no con CIV y que la subunidad COX7A2 de CIV se reemplaza 

por SCAFI en supercomplejos que contienen CIII y CIV y por COX7A1 en los dímeros 

del CIV (Cogliati et al., 2016). En líneas celulares humanas, se requiere SCAFI para la 

estabilidad de los SC formados por III2-IV, pero su eliminación no afecta los niveles de 

complejos libres III, IV o de los respirosomas, ni tiene impacto en la respiración 

mitocondrial, lo que sugiere la coexistencia de mecanismos reguladores independientes 

para la biogénesis y recambio de los supercomplejos que contienen III2-IV y de los 

respirasomas (Pérez-Pérez et al., 2016). 

También se ha propuesto que SCAFI regula la generación de energía y contribuye a la 

homeostasis metabólica. El ratón KO para Cox7rp muestra una disminución de la 

actividad muscular en el frío asociada con una menor actividad de la Cox y una 

disminución en la producción de ATP (Ikeda et al., 2013). Los diferentes acervos 

genéticos de SCAFI (largo / corto) afectan la formación de SC en ratones con 

hepatopatía. Los roedores que expresan el alelo largo de SCAFI forman 

supercomplejos III2-IV y por I-III2-IV y aunque los niveles de SCAFI fueron menores en 

los ratones homocigotos para el alelo corto, la función de la cadena respiratoria no se 

vio afectada (Davoudi et al., 2016). Por lo tanto, aunque la SCAFI compromete el 

ensamblaje de los SC, no parece ser crucial para que los complejos respiratorios 

funcionen al menos en las mitocondrias hepáticas. 

 

1.8 ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO COMO SUBPRODUCTOS DE LA 

RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL  

Las ERO son derivados del oxígeno que presentan una alta reactividad con los lípidos, 

las proteínas y los ácidos nucleicos. Dependiendo de su concentración, localización y el 
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contexto molecular en que se produzcan, pueden ser benéficos o perjudiciales para la 

célula.  Se ha demostrado que a niveles fisiológicos, las ERO pueden regular procesos 

celulares como la activación de cinasas/fosfatasas y la expresión génica. Por el 

contrario, la generación excesiva de ERO contribuye a la muerte celular por necrosis y 

apoptosis, así como al desarrollo de diferentes patologías. 

Las ERO se producen principalmente como subproductos de la respiración mitocondrial 

al fugarse los electrones de la cadena transportadora de electrones y reaccionar con el 

oxígeno.  Los iones superóxido (O2
•-), son las especies primarias generadas por la CTE 

que pueden convertirse en peróxido de hidrógeno (H2O2) mediante la acción de la 

superóxido dismutasa. En presencia de metales de transición,  el H2O2  se  transforma  

en  radicales  hidroxilo  (•OH), que son considerados las ERO más reactivas y dañinas. 

Las mitocondrias son fuente, pero también blanco del daño por ERO; se sabe por 

ejemplo, que el daño al DNA mitocondrial induce alteraciones de las subunidades de los 

complejos respiratorios codificadas en el genoma mitocondrial, lo que trae consigo la 

disminución en la transferencia de los electrones y la generación de mayores niveles de 

ERO, estableciéndose un círculo vicioso al aumentar el estrés oxidante y disminuir la 

capacidad energética de la célula.  

 

1.9 LOS SUPERCOMPLEJOS Y SU PAPEL FISIOLÓGICO  

 

Se ha sugerido que algunos supercomplejos podrían servir como precursores para el 

ensamblaje de complejos individuales completos (Marques et al. 2007). Incluso se ha 

propuesto que el respirasoma podría aumentar potencialmente la eficiencia del 

transporte de electrones al reducir la distancia de difusión de los portadores móviles 

entre complejos respiratorios o al promover la canalización de sustratos (aunque sigue 

siendo una hipotesis) (Bianchi et al., 2004), evitar la generación de ERO manteniendo 

una alta tasa de transporte de electrones (Maranzana et al. al., 2013) e incluso 

desempeñar funciones adicionales, como lo sugieren las interacciones observadas de 

los respirasomas con los componentes de la maquinaria de importación de proteínas y 

con el translocador de ADP / ATP (Nübel et al., 2009). 
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1.10 CAMBIOS EN LA ORGANIZACIÓN DE LOS SUPERCOMPLEJOS DE LA 

CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL EN CONDICIONES PATOLÓGICAS. 

Se ha propuesto que los ensamblajes en SC previenen la producción de ERO, por lo 

que el mantener estas estructuras evitaría la disfunción mitocondrial y el 

establecimiento de un círculo vicioso de generación de ERO en condiciones 

patológicas.  La asociación entre la producción de ERO y la formación de SC ha sido 

poco explorada, el vínculo más obvio es con el síndrome de Barth, caracterizado por la 

disminución de los niveles de cardiolipina. Otros escenarios patológicos incluyen 

enfermedades neurológicas y cardiovasculares (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Cambios propuestos en el ensamblaje de los complejos de la cadena 
respiratoria mitocondrial en supercomplejos. A) condiciones fisiológicas y B) 
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condiciones patológicas, CI= complejo I, CII= complejo II, CIII= complejo III, CIV= 
complejo IV, CV=complejo V, EIM= espacio intermembranal. 

1.11 ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS 

El cerebro también es un órgano con alta demanda de energía y en consecuencia, la 

disfunción mitocondrial está implicada en la etiología y la patogenia de las 

enfermedades neurodegenerativas (Coskun et al. 2012; Finsterer 2006; Orth & Schapira 

2002; Zeviani & Carelli 2003; Lessing & Bonini 2009) . 

La eficiencia energética mitocondrial y la producción de ERO se ha evaluado  tanto en 

astrocitos como en neuronas, para saber el papel de los supercomplejos  I-III2 y I-III2-IV.  

Al utilizar diferentes especies/cepas de roedores que tienen (o no) la capacidad de 

ensamblar CIV en SC, se encontró que la actividad del CI es mayor en los astrocitos 

que en las neuronas obtenidas de los animales en los que se pueden formar I-III2-IV.  

Por otro lado, el Complejo I se ensambla predominantemente en SC (I-III2) en neuronas 

de la cepa de ratones C57BL/6, mientras que en los astrocitos el complejo se organizó 

principalmente en su forma libre. Se determinó además que el aumento del Complejo I 

libre correlaciona con una mayor producción de ERO. Además, la subunidad NDUFS1 

del CI fue más abundante en las neuronas que en los astrocitos y cuando se 

sobreexpresó en los astrocitos, promovió la incorporación del complejo I en 

supercomplejos, disminuyendo las ERO. Por lo tanto, los autores concluyeron que el 

ensamblaje del complejo I en supercomplejo I-III-IV regula la producción de ERO y 

puede explicar las diferencias bioenergéticas observadas entre neuronas y astrocitos 

(López Fabuel et al., 2016). Otros grupos también proponen un vínculo causal entre los 

supercomplejos que contienen CI y CIV y la enfermedad de Parkinson, debido a que la 

deficiencia del CI se ha relacionado con esta patología (Schapira et al., 1989). 

La enfermedad de Hungtinton (HD) causada por la expansión de una secuencia de 

trinucleótidos CAG en la proteína huntingtina, se ha relacionado con una función 

mitocondrial alterada. Un estudio reciente en linfoblastos humanos con la HD mostró 

que el consumo de oxígeno, la respiración basal (Edo 2), la eficiencia de acoplamiento 

y la disminución de la actividad del complejo I, se asocia con la preservación del 
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ensamblaje de supercomplejos mitocondriales (Mejia et al., 2016). Por otro lado, se 

describió que una variante sin sentido del factor de ensamblaje NDUFAF4 del complejo 

I en un paciente con síndrome de Leigh, promueve la disminución del complejo I, así 

como la alteración en la estequiometría de los supercomplejos  I-III2  y  I-III2-IVn 

(Baertling et al., 2017); ambas alteraciones contribuyen al entendimiento del fenotipo 

neuronal de esta enfermedad. 

1.12 ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 

1.12.1 SÍNDROME DE BARTH 

Las mutaciones en el gen TAZ están asociadas con el síndrome de Barth, un trastorno 

frecuentemente mortal relacionado con el cromosoma X. Los pacientes con el síndrome 

desarrollan miocardiopatía, debilidad en los músculos y neutropenia. El gen TAZ 

codifica a Tafazzina, una fosfolípido aciltransferasa necesaria para la remodelación de 

cardiolipina. En pacientes con síndrome de Barth, se observan concentraciones 

anormalmente bajas de cardiolipina, modificaciones de la cadena del acilo y 

acumulación de la forma precursora monolisocardiolipina (McKenzie M et al., 2006). El 

síndrome de Barth está relacionado con la pérdida de especies maduras de cardiolipina 

y se ha relacionado con una biogénesis deficiente del complejo I, actividades 

respiratorias disminuidas y con supercomplejos de la cadena respiratoria inestables. 

Las mutaciones de este gen están asociadas a la disociación del respirosoma I-III2-IV1. 

Se ha observado, por ejemplo, que el complejo I se disocia más fácilmente de los SC y 

que la interacción entre los complejos I y III2 disminuye (McKenzie et al., 2006). Otros 

autores informaron que la deficiencia de cardiolipina en los linfoblastos de pacientes 

con síndrome de Barth se relaciona con inestabilidad del SC I-III2-IVn y que el complejo 

IV se disocia fácilmente. En los linfoblastos inmortalizados de estos pacientes, la 

producción anormal de cardiolipina se relacionó con alteraciones mitocondriales y con 

desestabilización del respirosoma y de SCs conformados por I-III2 y III2-IV, mientras que 

no se detectaron cambios en los niveles de los complejos monoméricos II y III. Como 

también se encontró un aumento en la masa mitocondrial, se propuso que un aumento 

compensatorio en el contenido mitocondrial podría mitigar la disminución en la 



 23 

respiración mitocondrial y la síntesis de ATP en pacientes con síndrome de Barth 

(Gonzalvez et al., 2013). 

1.12.2 FALLA CARDÍACA 

La falla cardíaca (HF) es una condición en la que existe un desequilibrio entre la función 

cardíaca y la energía necesaria para sostener esta tarea. Los factores que predisponen 

a la insuficiencia cardíaca incluyen el infarto agudo de miocardio, el inicio gradual de la 

hipertensión sistémica, la inflamación del miocardio, la insuficiencia valvular, la 

cardiopatía coronaria y/o la cardiomiopatía. La disfunción cardíaca activa tanto el 

sistema nervioso adrenérgico o simpático (SNS) como el sistema renina-angiotensina-

aldosterona (RAAS), que aumenta la retención de agua y promueve la carga de trabajo 

cardíaco en un esfuerzo por preservar la presión arterial. Si se mantiene esta condición, 

la respuesta neurohormonal puede activar el programa genético fetal, lo que produce 

una remodelación estructural del corazón y la dilatación de la cámara. Aunque el 

aumento en la demanda de energía en esta condición se ha relacionado con la 

disminución de los valores de control respiratorio y con niveles más bajos de complejos 

respiratorios, pocos grupos han analizado los cambios en la organización de SC en la 

insuficiencia cardíaca. Scolletta et al., (2010) y Rosca et al. (2008) detectaron 

variaciones en la cantidad de SC de mitocondrias tanto subsarcolemales como 

interfibrilares en un modelo canino de insuficiencia cardíaca. Posteriormente, se informó 

que la disminución de los SC productivos (I1-III2-IV) es independiente de la oxidación de 

CL (Rosca et al., 2011) y que las alteraciones oxidativas en los complejos respiratorios 

junto con la interrupción de los SC coinciden con la activación adrenérgica inicial en HF 

(Rosca et al., 2013). Recientemente, se demostró que la actividad del complejo I 

asociada con SC es menor en ratas con insuficiencia cardíaca (HF) que en ratas control 

(Wüst et al., 2016). 

1.12.3  ISQUEMIA Y REPERFUSIÓN. 

Existen evidencias experimentales que indican que los complejos de la CTE y los 

fosfolípidos de las membranas mitocondriales, son blanco del ataque de las ERO en 

esta condición patológica.  A la fecha sólo existe un informe que aborda los cambios en 
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la organización de los SC durante la isquemia reperfusión (IR).  Jang et al. (2017) 

propusieron que las ERO producidas tras la apertura del  poro de la transicion de la 

permeabilidad mitocondrial PTPm desempeñan un papel causal en el desensamblaje 

de los SC en corazones reperfundidos de rata, ya que la inhibición del PTPm evitó la 

disminución en el contenido de SC y el aumento en la producción de ERO. 

 

2. JUSTIFICACIÓN: 

La disfunción mitocondrial no sólo está relacionada con trastornos monogénicos raros, 

sino que está estrechamente ligada con la progresión de enfermedades metabólicas, 

cardiovasculares y neurodegenerativas. La evidencia experimental sugiere que las 

estructuras de los SC se pierden en diferentes patologías o trastornos celulares y 

aunque no son concluyentes, algunas de ellas establecen un vínculo causal con la 

producción de ERO.    

Para determinar si existe una relación entre la disociación de los SC, el estrés oxidante 

y la disfunción mitocondrial en mitocondrias de corazones isquémicos-reperfundidos, en 

este trabajo utilizamos el antioxidante N-acetil-L-cisteína (NAC) y la maniobra mecánica 

del Post-acondicionamiento. Esta estrategia mecánica, que se usó por vez primera en 

un modelo canino (Zhao et al., 2003) y que consiste en la aplicación de episodios 

breves de isquemia y reperfusión antes de establecer la reperfusión continua, activa 

diferentes mecanismos endógenos de protección que incluyen la disminución en la 

producción de ERO durante la reperfusión (Arreguín et al., 2012). 

3. OBJETIVOS  

3.1 OBJETIVO GENERAL 

Analizar la relación entre el daño por isquemia-reperfusión y el estrés oxidante 

mitocondrial con los posibles cambios en la actividad y estabilización de los 

supercomplejos respiratorios mitocondriales de corazón. 
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3.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

• Evaluar la función cardíaca en los corazones sometidos a isquemia y reperfusión 

en presencia de diferentes concentraciones del antioxidante (N-acetil-L-cisteína; 

NAC) y tras la aplicación de la maniobra de Post-acondicionamiento en el 

sistema aislado tipo Langendorff. 

• Evaluar  la muerte celular  en  los corazones sometidos a los diferentes 

protocolos experimentales. 

• Evaluar el efecto del NAC y del PostC sobre el estrés oxidante inducido por la 

isquemia reperfusión, en todos los grupos experimentales. 

• Evaluar la función mitocondrial expresada como:  estado 3, estado 4, control 

respiratorio (CR), ADP/O y respiración desacoplada (m-clorocarbonilcianuro 

fenilhidrazona CCCP), utilizando sustratos e inhibidores específicos de los 

complejos de la cadena respiratoria. 

• Evaluar las actividades enzimáticas de los complejos respiratorios mitocondriales 

en los diferentes grupos experimentales por espectrofotometría. 

• Identificar los posibles cambios en la organización de los supercomplejos 

determinando la actividad enzimática de los complejos respiratorios tanto en 

monómeros como en SC en geles BN-PAGE. 

• Comprobar la identidad de los supercomplejos respiratorios por 

inmunodetección.  

4. HIPÓTESIS  

La disminución del estrés oxidante en corazones IR mantendrá la función cardíaca y 

mitocondrial al favorecer la estabilización y actividad de los supercomplejos 

respiratorios. 

5. METODOS 

 

5.1 ISQUEMIA-REPERFUSIÓN EN CORAZONES DE RATA UTILIZANDO EL SISTEMA 

AISLADO LANGENDORFF 

 



 26 

Se utilizaron ratas Wistar machos de 300 a 350 gramos que fueron anestesiadas con 

pentobarbital sódico (60 mg/kg) en presencia de heparina sódica (1000 U/kg). Cinco minutos 

después se hizo una toracotomía y el corazón se extrajo y se montó en el sistema de 

corazón aislado Langendorff. Los corazones fueron perfundidos vía aorta, en modo 

retrógrado con un flujo constante de 12 mL/min con medio Krebs-Henseleit a pH 7.4.  

 

 

5.1.2 GRUPOS EXPERIMENTALES  

Grupo control: corazones sometidos a 110 min de perfusión continua; grupo isquémico-

reperfundido (IR):  corazones sometidos a 10 min de estabilización, 30 min de isquemia y 60 

min de reperfusión; grupo isquémico-reperfundido + post-acondicionamiento (IR + PostC): 

corazones con el mismo protocolo que los IR, a los que justo antes de la reperfusión se les 

aplicaron 5 ciclos de 30 segundos de reperfusión y 30 segundos de isquemia; y grupo 

isquémico-reperfundido + N-acetil-L-cisteína (IR + NAC): corazones con el mismo protocolo 

de los IR, a los que justo antes de la reperfusión se les administró el antioxidante (0.5 mM) 

en el amortiguador de perfusión durante los primeros 15 minutos de la reperfusión (Figura 3). 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 3: Grupos Experimentales: Control; Isquémico-reperfundido, IR; Isquémico-
reperfundido+ N-acetil-L-cisteína, IR+NAC e  Isquémico-reperfundido + 
postacondicionamiento, IR+PostC. 

 



 27 

5.2 TAMAÑO DEL INFARTO  

 

Al finalizar cada uno de los protocolos, algunos de los corazones fueron extraídos y 

congelados a -20ºC durante 30 minutos antes de ser cortados en 5 rebanadas de 

aproximadamente 3 mm. Las rebanadas se incubaron en una solución de 2,3,5-cloruro de 

trifenil tetrazolio al 1% en amortiguador de fosfatos (pH 7.4) a 37ºC por 30 minutos. 

Posteriormente se analizaron las zonas necróticas que adquieren una coloración pálida, 

mientras que las zonas viables se tiñen de color rojo (Ertracht et al., 2014; Buelna-Chontal et 

al., 2011).  La extensión del daño se registró mediante densitometría y el área del infarto se 

reportó como porcentaje, se analizaron todas las rebanadas del corazón usando el programa 

Image J y en la imagen se muestras solo las representativas. (NIH, Bethesda, MD, USA). 

 

5.3 OBTENCIÓN DE MITOCONDRIAS 

 

Al final de los experimentos se aislarón mitocondrias de los corazones por centrifugación 

diferencial.  El corazón se colocó en solución amortiguadora que contenía sacarosa 250 mM, 

Hepes 9 mM, EGTA 1mM (SHE), pH 7.3  y se cortó en pequeños trozos. Se lavarón,  

homogeneizaron y se centrifugaron a 700 g durante 10 minutos para descartar núcleos y 

membranas celulares. Posteriormente, el sobrenadante se centrifugó a 8000 g durante 10 

minutos. La nueva pastilla que contiene principalmente mitocondrias intactas, se lavó y 

resuspendió en 50 µL de la misma solución amortiguadora. Las centrifugaciones se 

realizarón a 4°C.  

 

5.3.1 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA 

  

La concentración de proteína se determinó por el método de Biuret, utilizando 100 µL de 

sulfato de cobre 1%, 2 mL de NaOH 8%, 100 µL desoxicolato de sodio 0.4% y 40 µL de 

muestras mitocondriales.Como estándar se utilizó albumina sérica de bovino (BSA, 100 µg).  

Todos los tubos, incluido el blanco, se llevaron a 3 mL finales con agua y se determino la 

absorbencia a 540 nm. 
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5.4 PRODUCCIÓN DE ERO Y MARCADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO EN 

MITOCONDRIA 

 

5.4.1 PRODUCCIÓN DE PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 

 

La producción de peróxido de hidrógeno se evaluó como un indicador de la generación de 

ERO. Las mitocondrias (0,250 mg/mL) se incubaron en un amortiguador de reacción que 

contenía sacarosa 100 mM, KCl 75 mM, Tris 5 mM, MgCl2 3 mM, EGTA 10 µM y KH2PO4 1 

mM, pH 7,4, más dihidrodiclorofluoresceína (DCF) 0,1 µM y 1 U/mL de peroxidasa de rábano. 

La fluorescencia de la DCF oxidada se amplifica por la transferencia de electrones desde la 

peroxidasa a DCF durante la reducción del H2O2, tras la dismutación del anión superóxido. 

Las mitocondrias se energizaron con malato/glutamato (5:3 mM) o con succinato (10 mM). 

Se utilizó antimicina A (AA; 5 µM) o rotenona (1 µM) para incrementar la producción de ERO. 

La oxidación de DCF se monitorizó a λex = 475 nm (slit 4 nm) y λem = 525 nm (slit 4 nm) en un 

espectrofluorómetro Perkin-Elmer LS50B a 30°C. Las pendientes de los trazos obtenidos 

después de la adición del sustrato y/o inhibidor se compararon contra una curva estándar 

generada al agregar cantidades conocidas de H2O2 al amortiguador de reacción que contiene 

DCF, peroxidasa de rábano y mitocondrias, como se describió anteriormente (Ruíz-Ramirez 

et al., 2011). 

 

5.4.2 LIPOPEROXIDACIÓN  

 

La oxidación de lípidos se cuantificó por medio de la concentracion de malondialdehído 

(MDA) de acuerdo con Guerrero-Beltrán et al., 2009. Se añadió 1 mg de proteína 

mitocondrial a un medio que contenía 1-metil-2-fenilindol 15.4 mM en una solucion de 

acetonitrilo:metanol (3:1). La reacción se inició agregando 150 µL de HCl al 37% y se incubó 

durante 40 minutos a 45°C con un volumen final de 1 mL. Luego las muestras se 

centrifugaron a 3000 g durante 5 min y se midió la densidad óptica del sobrenadante. El 

método se basa en la formación de un cromóforo estable con una intensidad máxima de 

absorbencia a 586 nm. Los resultados se expresan en nmol de MDA por miligramo de 

proteína vs. una curva estándar de tetrametoxipropano (TMPO).  



 29 

 

5.4.3 CARBONILACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

La oxidación de proteínas se determinó con el ensayo de detección de oxidación de 

proteínas OxyBlotTM (Merck-Millipore, Darmstadt, Alemania). En resumen, dos alícuotas de 

cada muestra mitocondrial (20 ~ 40 µg) y se desnaturalizaron agregando una concentración 

final de SDS al 10%. Una alícuota se derivatizó a 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP) con 2,4-

dinitrofenilhidracina (DNPH), mientras que la alícuota utilizada como control negativo se 

incubó con 10 µL de solución de control. Luego, las muestras se neutralizaron y se separaron 

mediante SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de PDVF y se incubaron con 

anticuerpos de conejo anti-DNP (dilución 1: 150) en PBS-Tween 0.01% (PBS-T) que 

contenía  1% de albúmina de suero bovino. Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados 

con peroxidasa de rábano (dilución 1: 300) y un reactivo quimioluminiscente para la 

detección de la señal. 

 

5.4.4 RELACIÓN GLUTATIÓN REDUCIDO/GLUTATIÓN OXIDADO (GSH/GSSG) 

 

Como marcador del estado redox en las mitocondrias se determinó la relación GSH/GSSG.  

El glutatión reducido (GSH) se evaluó fluorométricamente según lo descrito por Galván-

Arzate et al., 2005. Brevemente, se derivatizaron mitocondrias frescas (15 µg) con 100 µL de 

o-ftalaldehído (OPA, 1 mg/mL) y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente en 

un volumen final de 2 mL. La fluorescencia se midió a λex = 350 y λem = 420nm en un 

espectrofotómetro de luminiscencia LS50B (Perkin Elmer, Waltham, MA). Se utilizaron 

muestras gemelas en paralelo para evaluar el glutatión oxidado (GSSG). Las mitocondrias de 

una de las alícuotas se incubaron durante 30 minutos con 100 µL de N-etilmaleimida 40 mM 

(NEM) para evitar que el grupo -SH libre de glutatión reaccionara con OPA. Luego, las 

muestras se mezclaron con 4,3 mL de NaOH 0,1 N (pH 12) para inducir la reducción de 

GSSG. Finalmente ambas muestras se incubaron con 50 µg de OPA durante 20 minutos y se 

determinó la fluorescencia (Hissin PJ et al., 1976).  Al segundo valor (GSH + GSSG) se le 

restó el valor obtenido en la primer alícuota (GSSG) para obtener los niveles de GSH. Los 

resultados se normalizaron por mg de proteína y se expresaron como GSH / GSSG. 
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5.5 CONSUMO DE OXÍGENO EN MITOCONDRIAS AISLADAS 

 

El consumo de oxígeno en las mitocondrias aisladas se cuantificó usando un electrodo de 

oxígeno tipo Clark en presencia de los siguientes sustratos: a) glutamato + malato y b) 

succinato + rotenona.  Se adicionaron 2 mg de proteína mitocondrial a 1.7 mL del medio 

KME: KCl 12 mM, HEPES 10 mM, fosfato inorgánico 3 mM con malato de sodio 10 mM y 

glutamato de sodio 10 mM a pH 7.3.   Para iniciar el consumo de oxígeno a partir del CII, 

se reemplazó el glutamato-malato por succinato 10 mM + 1 µg/mL de rotenona. El estado 

4 se registró en condiciones basales, mientras que el estado 3 se registró tras estimular la 

respiración con ADP (200 µM). 

El control respiratorio (CR) es la relación entre el consumo de oxígeno en estado 3 y el 

estado 4; la velocidad máxima del consumo de oxígeno se obtuvo al adicionar 1 µM del 

desacoplante CCCP y la eficiencia de acoplamiento (ADP/O) se obtuvo calculando el 

número de moléculas de ADP que se convierten en ATP por el número de moléculas de 

oxígeno consumidas durante el estado 3.  

 

5.6 DETERMINACIÓN ESPECTROFOTOMÉTRICA DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE 

LOS COMPLEJOS  RESPIRATORIOS MITOCONDRIALES 

 

Complejo I: La actividad de la NADH:ubiquinona oxidoreductasa se determinó en 1 mL de 

amortiguador Tris 10 mM, pH 7.4.  Se añadieron 50 µg de proteína mitocondrial, 10 µL de 

NADH 10 mM y 15 µl de DCPIP 6.3 mM, como aceptor de electrones al complejo enzimático.  

Como blanco se utilizó la misma mezcla con excepción de NADH y se leyó a 600 nm de 

absorbencia durante 10 minutos.  Se comenzó cada reacción con NADH. Los valores fueron 

expresados como nmol DCPIP reducido/mg proteína/min. 

 

Complejo II: La actividad de la succinato deshidrogenasa se determinó en 1 mL de 

amortiguador de fosfato de sodio 10 mM, pH 7.4.  Se añadieron 50 µg de proteína 

mitocondrial, 10 µL de succinato 1 mM, 60 µL de PMS 5 mM y se incubó durante 10 minutos 
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a 25ºC. La reacción se inició agregando 15 µL de DCPIP 6.3 mM como aceptor de 

electrones.   Se determinó el cambio de absorbencia a 600 nm durante 10 minutos.  El 

blanco contenía todo excepto DCPIP.  Los valores fueron expresados como nmol DCPIP 

reducido/mg proteína/min. 

 

Complejo III: La actividad del complejo III:decil-ubiquinol citocromo c oxidoreductasa se 

cuantificó en una cubeta de 1 mL a la que se adicionaron 500 µL de amortiguador de fosfato 

de potasio 0.5 M pH 7.5, 75 µL de citocromo c oxidado 1mM, 50 µL de KCN 10 mM , 20 µL 

de EDTA 5 mM, pH 7.5, 10 µL de Tween-20 y 30 µg de proteína mitocondrial y se llevó el 

volumen a 1 mL con agua destilada. 

La reacción se inició con 10 µL de decilubiquinol 10 mM e inmediatamente se registró el 

incremento en la absorbencia a 550 nm y se continuó con la lectura durante 2 minutos. Los 

valores fueron expresados como nmol cit c reducido/mg proteína/min. 

 

Complejo IV: La actividad de la citocromo c oxidasa, se determinó en una cubeta de  1 mL 

donde se adicionaron 50 µl de amortiguador de fosfato de potasio 0.5 M, pH 7.5 y 1 mM de 

citocromo c reducido, se llevó a 1 mL de volumen final y se leyó la actividad basal durante 2 

minutos a 550 nm. Se inició la reacción con 30 µg de proteína mitocondrial y se continuó a 

550 nm por 3 minutos más. Se comprobó la especificidad de la actividad del complejo IV 

adicionando 10 µL de KCN 10 mM.  Los valores fueron expresados como nmol cit c oxidado 

/mg proteína/min. 

 

• Preparación de 1 mM de citocromo c reducido Se disuelven 110 mg de ácido ascórbico 

en 1 mL de amortiguador de fosfato de potasio 10 mM (pH 7.0) y luego se agregan algunos 

granos de Tris en polvo para obtener un pH de 6.5 a 6.8.  El pH de la solución de ácido 

ascórbico no debe ser superior a 6.8.  Se disuelven 250 mg de citocromo c en 1,2 mL de 

amortiguador de fosfato de potasio 10 mM (pH 7,0) y luego se agregan 0,3 mL de ácido 

ascórbico, la solución se incuba con agitación constante durante 1 hora a 4°C.  La reducción 

del citocromo c dará lugar a un cambio de color de marrón a rosa-naranja. Se elimina el 

exceso de ácido ascórbico en solución usando una columna desaladora desechable PD10 

previamente equilibrada con 50 mL de 10 mM de amortiguador de fosfato de potasio (pH 
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7,0). Se desechan las tres primeras gotas y luego se recoge la solución eluida del citocromo 

c reducido en varios tubos eppendorff de 1,5 mL (aproximadamente siete gotas en cada vial). 

Los viales se guardan en hielo. 

Para verificar la eficacia de la reducción del citocromo c y evaluar la ausencia de ácido 

ascórbico residual en la solución, se determino la absorbencia de una solución de citocromo 

c 50 µM en una cubeta de 1 mL a 550 nm durante 2 minutos. La disminución de la 

absorbencia no debe exceder 0.005 por minuto. Se añade a la cubeta 1 µL de una solución 

de ferricianuro de potasio diluida obtenida mediante la disolución de unos pocos cristales de 

ferricianuro en 10 mL de agua, esto resultará en la completa oxidación del citocromo c, y se 

siguió el cambio de absorbanciaa 550 nm por 3 min. 

 Los valores de absorbencia deben ser estables. Cualquier incremento indica la presencia de 

ácido ascórbico residual en solución. 

 

• Las alícuotas de esta solución se pueden almacenar bajo nitrógeno líquido durante 

varios años. Antes de usar, se diluye con agua destilada una parte de la alícuota de 

citocromo reducido a una concentración de 1 mM. La reducción efectiva del citocromo 

c debe verificarse calculando la relación de los valores de absorbencia a 550 nm 

versus 565 nm de esta solución a una concentración final de 20 µM. Una relación 

mayor a 6 indicará que el citocromo c no se ha reoxidado y que está listo para ser 

utilizado (Spinazzi M. et al., 2012). 

 

Complejo V: Para cuantificar la hidrólisis de Mg-ATP por espectrofotometría, se adicionaron 

50 µg de proteína mitocondrial, 200 µL de HEPES 30 mM, 15 µL de sulfato de magnesio 

(MgSO4) 200 mM, 100 µL de fosfoenolpiruvato (PEP) 50 mM, piruvato cinasa (PK) 0.1 µM, 6 

µL de lactato deshidrogenasa (LDH) de 800-1000 Unidades/mg, 30 µL de KCl 90 mM y 20 µL 

de NADH 10 mM a 1 mL de agua desionizada.  La reacción se inició con 10 mM de ATP. Los 

valores fueron expresados como nmol NADH oxidado/mg proteína/min. 

 

 

5.7 SOLUBILIZACIÓN DE LAS PROTEÍNAS MITOCONDRIALES CON DIGITONINA 
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La preparacion de la muestra con detergente se realizó con un stock de digitonina de 500 

mg/mL 8µL de este stock (equivalentes a 4mg) en 2mg de proteína mitocondrial para 

obtener una relacion final de (2:1) en un amortiguador 1 mM de succinato, 1mM de ATP, 

4mM de bis-tris-ácido aminocaproíco, las muestras fueron incubabas por 30 minutos en 

hielo para posteriormente ser ultracentrifugadas a 33,000g x 35 minutos a 4ºC. Se 

probaron diferentes relaciones de proteína: digitonina hasta obtener la mejor extracción de 

los supercomplejos. 

 

5.8 GELES NATIVOS AZULES (BN-PAGE) 

 

Se separaron 100 µg de proteína mitocondrial mediante electroforesis en geles nativos 

azules de poliacrilamida (Schägger and Pfeiffer 2000; Eubel et al. 2003). Se utilizó una 

solución de acrilamida 30% (w/v) bisacrilamida 0.9% (w/v), para preparar geles en gradiente 

(3.5-10%) en presencia de ácido aminocaproico 1.5 M y Bis-Tris 150 mM, pH 7.0.   El 

amortiguador de muestra contenía 75 mM de ácido aminocaproico y 0.3% azul Serva G-250 

(w/v). La electroforesis se realizó a 4°C durante 16 horas a 30V. 

El amortiguador del cátodo contenía 15 mM Bis-TRIS y 50 mM de tricina pH 7.0; el 

amortiguador del ánodo contenía 50 mM Bis-Tris, pH 7.0.  Al finalizar la electroforesis se 

evaluó la separación de los complejos, tanto en forma monomérica como en supercomplejos 

tiñendo con azul brillante de Coomassie y se evaluaron las actividades enzimáticas en el gel 

de cada complejo respiratorio. 

 

5.9 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS RESPIRATORIOS EN 

GELES NATIVOS AZULES 

 

Complejo I: El gel se incubó en 20 mL de amortiguador de fosfato de potasio 10 mM pH 7.4, 

que contenía 10 mg de MTT (bromuro de tiazoil azul tetrazolio) y 7.5 mg de NADH, las 

bandas con actividad se observaron con claridad como precipitados violetas tras 10 minutos 

de incubación en agitación órbital y en la obscuridad. 
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Complejo II: El gel se incubó en 20 mL de amortiguador de fosfato de potasio 10 mM pH 7.4, 

que contenía 10 mM de succinato, 1.2 mg de PMS (P),  40 mg de MTT (bromuro de tiazoil 

azul tetrazolio) y 100 mM de EDTA, las bandas con actividad se observaron con claridad 

como depositos violeta tras 20 minutos de incubación órbital en la oscuridad. 

 

Complejo III (citocromo peróxidasa): El gel se incubó con 20 ml de amortiguador de acetato 

de sodio 20mM pH 5.0, 30 mM de peróxido de hidrógeno, mas 2omM de 3,3´,5,5´, 

tetrametilbencidina en metanol al70%, las bandas con actividad se observaron con claridad 

como depositos azul claro tras 20 minutos de incubación órbital en la oscuridad.  

 

Complejo IV: El gel se incubó en 20 mL de amortiguador  de fosfato de potasio 10 mM pH 

7.4, que contenía 1 mg/mL DAB (diaminobencidina), 4 mg de citocromo c y 2 unidades de 

catalasa, las bandas con actividad se  observaron con claridad tras 10 minutos de incubación 

órbital, como depósitos pardos. 

 

Complejo V: El gel se incubó en una solución de 20 mL de amortiguador de glicerol 10 mM 

más cloruro de magnesio 1mM, con 30 mg de perclorato de plomo y 500 µL de ATP 100 mM, 

todo se ajustó a pH 8.0 con trietanolamina para evitar la precipitación inespecífica del plomo. 

Las bandas con actividad se  observaron como precipitados blancos tras 24 horas de 

incubación. 

 

5.10 INMUNODETECCIÓN DE LOS COMPLEJOS RESPIRATORIOS EN CONDICIONES 

NATIVAS  Y EN SEGUNDAS DIMENSIONES (2-D).  

 

Los geles nativos se incubaron en 20 ml de glicina 0.192 M, Tris 0.025 M y SDS al 1% 

durante 60 min con agitación órbital constante y se transfirieron a membranas de difluoruro 

de polivinilidina (PVDF) durante 50 min a 25V. Posteriormente, las membranas se 

bloquearon con 5% de leche desgrasada en TBS-Tween 0.01% y se incubaron durante toda 

la noche con la anti- Ndufs4 (NADH deshidrogenasa; ab55540, Abcam, Cambridge, MA, 

USA; 1: 1000); proteína anti-UQCRFS1 (ubiquinol-citocromo c reductasa (ab14746, Abcam, 

Cambridge, MA, EE. UU; 1: 1000); anti-subunidad II de la citocromo c oxidasa (sc-514489, 
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Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.; 1: 1000), anti-subunidad beta de la ATP sintasa (Abcam, 

Cambridge, MA, EE. UU., 1: 1000) y subunidad anti-COX7A2L de la citocromo c oxidasa 

(Proteintech, Rosemont , IL, EE. UU., 1: 1000). Se utilizaron anticuerpos secundarios a una 

dilución de 1: 25,000. También se evaluó el contenido de los complejos respiratorios en 

segunda dimensión (2-D), después de cortar los carriles de geles nativos evaluados para la 

actividad del complejo I por cada grupo experimental.  Se incubaron en amortiguador de 

carga (Tris 50 mM, pH 8,8, DTT 50 mM, SDS al 2% y azul de bromofenol al 0,01%) por 5 

minutos. Los carriles se colocaron horizontalmente sobre el gel de SDS-PAGE al 12% y se 

corrieron a 100-120 V por 2 horas en frío.  Las proteínas se transfirieron a membranas de 

PVDF durante  55 minutos   a   15 V.   Se bloqueó y se realizó la inmunodetección del 

complejo III con anti-UQCRFS1. Las señales se visualizaron con Gel Imaging System  y se 

analizaron con ImageJ (NIH). 

 

5.12 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los datos se analizaron mediante la prueba ANOVA de una vía, seguida de análisis post-hoc 

por comparaciones múltiples usando la prueba de Tukey (GraphPad Prism versión 5.03,  p < 

0.05.  
 

6. RESULTADOS 
 
6.1 La N-acetilcisteína y el postacondicionamiento mantienen la función cardíaca y reducen 
el tamaño del infarto en corazones reperfundidos. 
 
La función cardíaca se midió por la colocación de 2 electrodos conectados en la aorta del 

corazón y un balón de látex que se introdujo en el ventrículo izquierdo expresada como 

frecuencia cardíaca (HR), presión ventricular (LVDP) y como el doble producto (HR∗LVDP) 

después de un periodo de 30 minutos de isquemia y 1 hora de reperfusión (grupo IR) se 

perdió por completo en comparación con el grupo control, el cual mantuvo el trabajo cardiaco 

constante hasta el final del protocolo. Los grupos tratados con 0.25 mM de NAC, al igual que 

el grupo PostC, recuperaron el trabajo cardiaco a niveles de un grupo control al finalizar la 

reperfusión (Figura 4).  
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Figura 4. Función cardíaca de todos los grupos experimentales; A) Frecuencia cardíaca 
(latidos*min-1), B) Presión ventricular (mmHg) y C) doble producto (mmHg*latidos*min-1). Los 
resultados son la media ± DE de 5 experimentos diferentes. *P < 0.05 vs. Control and **P < 
0.05 vs. IR, 20 minutos de estabilizacion, 30 minutos de isquemia y 60 minutos de 
reperfusión. 
 

 

Ya que la muerte celular está íntimamente ligada al daño por reperfusión y por lo tanto a la 

pérdida del trabajo cardiaco, se midió el tamaño del infarto en los corazones de los diferentes 

grupos experimentales. La identificación del tejido vivo se realizó evaluando la actividad de 

deshidrogenasas, que convierten el cloruro de trifeniltetrazolio en el pigmento formazán de 

color rojo.  El tejido muerto, expresado como tamaño del infarto no se tiñe.  Los corazones IR 

tuvieron un incremento significativo del 59% en el tamaño del infarto, mientras que en los 

grupos tratados con NAC redujo al 26% y con el PostC un 18% la muerte celular 

significativamente al final de la reperfusión, P<0.05 (Figura 5). 
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Figura 5: Determinación del tamaño del infarto con 2,3,5-cloruro de trifeniltetrazolio. Los 
resultados muestran la media ± DE de 5 experimentos diferentes. *P < 0.05 vs. Control y **P 

< 0.05 vs. IR. Se muestra imagen representativa de los corazones. 
 
 
6.2  La cardioprotección conferida por el NAC y el PostC se relaciona con la disminución en 

la producción de H2O2, de la lipoperoxidación, de carbonilación de proteínas y con el 

incremento en la relación GSH/GSSG en mitocondrias de corazones reperfundidos.  

 

Las mitocondrias son fuente, pero también blanco del daño por ERO, por lo que 

cuantificamos la producción de H2O2 y algunos marcadores de estrés oxidante como 

lipoperoxidación, niveles de malondialdehido (MDA), la carbonilación proteica y la relación 

GSH/GSSG, en mitocondrias de todos los grupos experimentales. 

 

Los niveles de H2O2 aumentaron en mitocondrias de corazones IR que oxidan succinato en 

presencia de antimicina A (AA) y rotenona (Rot) en comparación con mitocondrias control 

(10±3.5 y 10.1±1.3 pmol H2O2 /mg/min vs. 4.7±1.7 y 1.8±2.3 pmol H2O2 /mg/min 

respectivamente).  Ambos tratamientos (NAC y PostC) disminuyeron en diferente grado la 

producción de H2O2, aunque el PostC fue más eficiente que el NAC aún sin inhibidores. 

Por otro lado las mitocondrias de corazones IR alimentadas con glutamato malato, mostraron 

un incremento en la producción de H2O2  en comparación con las mitocondrias control, que 
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aumentó aún más en presencia de AA, confirmando la participación del complejo III en la 

producción de ERO (Figura 6). 

 

La combinación de glutamato-malato más rotenona también incrementó la producción de 

H2O2 en mitocondrias IR comparadas con el grupo control. 

 

 
 

 
Figura 6: Efecto del NAC y PostC sobre la producción de H2O2 en mitocondrias de 
corazones isquémicos reperfundidos. El contenido de H2O2 se determinó la oxidación de la 
DCF catalizada por HRP en mitocondrias suplementadas con succinato y glutamato-malato 
en presencia de Antimicina A (AA) y/o Rotenona (Rot) . Los resultados muestran la media ± 
DE de 3 experimentos diferentes por grupo. *P < 0.05 vs. Control y **P < 0.05 vs. IR. #P < 
0.05 vs. Mitocondrias sin inhibidores. 
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La lipoperoxidación y la carbonilacion de proteínas incrementaron en correlación con la 

disminución del estado redox (GSH/GSSG) en mitocondrias de corazones IR  en 

comparación con el grupo control P < 0.05 (Figura 7). El tratamiento con NAC y PostC redujó 

los niveles de MDA en un 51% (de 2.7 ± 0.8 vs. 1.3 ±  0.5  nmol de MDA/mg proteína 

mitocondrial en IR) y la maniobra del PostC a un 48% (2.7 ± 0.8 vs. 1.6 ± 0.2  nmol de 

MDA/mg Proteína mitocondrial en IR); P < 0.05 (Figura 7A). 

 

La relación GSH/GSSH incrementó significativamente en mitocondrias con IR+PostC en 

comparación con mitocondrias IR, P < 0.05 (Figura 7B) y la carbonilación proteica mostró el 

mismo comportamiento entre los grupos que el observado en la lipoperoxidación: en el grupo 

IR incrementó la oxidación con respecto al grupo control, mientras que ambos tratamientos 

disminuyeron la carbonilación a niveles basales (Figura 7C). 
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Figura 7:  Marcadores de estrés oxidante en mitocondrias aisladas de corazones isquémicos 
reperfundidos tratados con NAC y PostC. A) niveles de malondialdehído, MDA; 
B)GSH/GSSG; C) Inmunoblot representativo de carbonilación de proteínas de todos los 
grupos experimentales y la densitometría obtenida entre el contenido de dinitrofenil hidrazina 
(DPN) y el translocador de adenín nucleótidos (ANT). También se muestra un gel teñido con 
azul de Coomassie. Los resultados muestran la media ± DE de 5 experimentos diferentes. *P 
< 0.05 vs. Control y **P < 0.05 vs. IR. 
 
 

6.3. Efecto de la NAC y del PostC sobre el consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas de 

corazones isquémicos-reperfundidos. 

 

Los resultados anteriores indican que tanto los fosfolípidos como las proteínas de las 

membranas mitocondriales son blanco del ataque de las ERO que se generan durante la IR, 

por lo que a continuación evaluamos el impacto del daño sobre la capacidad respiratoria de 

las mitocondrias cuantificando el consumo de oxígeno estimilado con glutamato/malato y con 

succinato+rotenona en cada grupo experimental. 

 

El consumo de oxígeno en estado 4, utilizando glutamato-malato, fue similar entre los cuatro 

grupos experimentales; aunque hubo una disminución en los grupos postacondicionados, 

mientras que el consumo de oxígeno en estado 3 disminuyó en las mitocondrias del grupo IR 

(Figura 8A) y se preservó en los grupos IR+NAC e IR+ PostC a niveles del grupo control. 

 

El control respiratorio (CR) representa la relación entre el consumo de oxígeno en 

condiciones de fosforilación (estado 3) y en condiciones basales (estado 4). En el grupo 

control, el CR con glutamato-malato fue de 2.89 ± 0.43  y disminuyó a 1.6 ± 0.19 en el grupo 

IR, mientras que la capacidad fosforilante de las mitocondrias se recuperó con ambos 

tratamientos.  El ADP/O, que representa la cantidad máxima de moléculas de ATP formadas 

con un par de electrones desde el sustrato hasta el último aceptor, el oxígeno, disminuyó 

significativamente en el grupo IR vs. el grupo control. Sólo observamos recuperación del 

ADP/O con el tratamiento de NAC (Figura 8B).  
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La tendencia a la disminución en la respiración desacoplada en el grupo IR sugiere la 

inhibición en la oxidación a nivel de sustratos, pero no descarta daño a nivel del sistema 

fosforilante (Figuras 8A y 8C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas con glutamato-malato. A) Estado 4 y 
estado 3, B) CR y ADP/O, C) respiración desacoplada (CCCP). Los resultados muestran la 
media ± DE de por lo menos 3 experimentos diferentes. *P < 0.05 vs. Control y **P < 0.05 vs. 
IR. 
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Al utilizar succinato+rotenona como sustrato observamos que en el estado 4 no hay cambios 

significativos, mientras que para el estado 3 se observó una disminución significativa entre el 

grupo IR y el grupo control; con ambas estrategias cardioprotectoras se incrementó el 

consumo de oxígeno, siendo significativo solo en el grupo IR+PostC (Figura 9A). La 

recuperación del CR en mitocondrias de corazones reperfundidos con ambos tratamientos 

indica que éstas mantienen su eficiencia para oxidar sustratos y para sintetizar ATP (Figura 

9B); con respecto a la respiración desacoplada no se observaron cambios significativos entre 

los grupos (Figura 9C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas en presencia de 
Succinato+rotenona. A) Estado 4 y estado 3, B) CR y ADP/O, C) respiración desacoplada 
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(CCCP). Los resultados muestran la media ± DE de por lo menos 3 experimentos diferentes. 
*P < 0.05 vs. Control y **P < 0.05 vs. IR. 
 
 

A continuación buscamos relacionar los resultados obtenidos por oxímetría, con posibles 

cambios en la actividad de cada uno de los componentes de la cadena transportadora de 

electrones y con la asociación que estos complejos forman entre sí.  

Se observó que la actividad de los complejos I (NADH:ubiquinona oxidoreductasa), II 

(succinato deshidrogenasa), III (decil-ubiquinol citocromo c oxidoreductasa) y V (ATP sintasa) 

disminuyó en las mitocondrias del grupo IR. Las actividades de los CI, CIII y CV se 

restablecieron en las mitocondrias de los corazones IR+PostC, mientras que el tratamiento 

con NAC sólo recuperó parcialmente la actividad del CI y CII, lo que sugiere que otros 

mecanismos, además de la reducción del estrés oxidante, podrían intervenir en el 

mantenimiento de la actividad de estos complejos durante el PostC. La actividad del 

complejo IV no cambió en ninguno de los grupos experimentales, aunque hay una tendencia 

a disminuir en el grupo IR (Figura 10). En cuanto al CV, los resultados por espectrofotometría 

muestran que en el grupo IR hay una disminución de su actividad, mientras que en los 

grupos con el antioxidante y con post-acondicionamiento hay una recuperación total de la 

actividad de la enzima.  
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Figura 10: Análisis espectrofotométríco de las actividades enzimáticas de los complejos 
respiratorios mitocondriales. A) Complejo I (nmol NADHox/mg/min), B) Complejo II (nmol 
Succinato ox/mg/min), C) Complejo III (nmol citocromo c red/mg/min), D) Complejo IV (k (min-
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1 x mg-1 proteína) y E) Complejo V (nmol ATP/mg/min). Los resultados muestran la media ± 
DE de al menos 3 experimentos diferentes. *P < 0.05 vs. Control y **P < 0.05 vs. IR. 
 

Estos resultados confirman observaciones previas de que el CI y el CIII son blancos 

principales en el daño por IR (Musatov A et al., 2012). Sin embargo, estos datos no nos 

permiten analizar la contribución de las actividades de las formas monómericas o diméricas 

(en el caso del Complejo III) y de los SCs.  Los siguientes análisis se realizaron en geles BN-

PAGE y se relacionaron con la reducción de las ERO con los tratamientos en las 

mitocondrias IR.  A continuación analizamos  si existe relación entre la producción de ERO 

con los cambios en la estructura de los supercomplejos, lo que podría explicar la pérdida de 

la función de la CTE en corazones isquémicos-reperfundidos. 

 

6.4 Organización de los SC respiratorios en mitocondrias de corazones isquémicos 

reperfundidos.  

 

Se utilizaron diferentes relaciones de digitonina/proteína (mg/mg) para lograr la mejor 

extracción y resolución de los SC en la electroforesis nativa. El patrón de bandas 

correspondientes a los SC en el grupo IR, fue diferente al de los grupos Control, IR+NAC e 

IR+ PostC en presencia de diferentes concentraciones de digitonina, lo que sugiere que en 

las mitocondrias del grupo IR hay menos de estas estructuras o que son más lábiles en 

presencia del detergente (Figura 11).  
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Figura 11: Curvas de digitonina con relacion a mg de proteína en geles nativos azules. 
Imágenes representativas de las tinciones con azul de Coomassie de los diferentes grupos 
experimentales.  

 
 
Se identificaron los complejos por su actividad enzimática en gel en condiciones control y se 

hicieron las comparaciones entre los diferentes grupos experimentales. En estos 

experimentos se utilizó la relación (1:2) de proteína/digitonina, que fue con la que 

observamos el mayor número de bandas correspondientes a SC en el grupo control (Figura 

11).     

 

Se corrieron los geles que fueron preparados en paralelo en las mismas condiciones y se 

determinaron las actividades enzimáticas especificas de cada uno de los complejos.  Tras 

una cuidadosa alineación, se consideraron las bandas con actividad positiva para CI, CIII y 

CIV, que migraron por arriba de la actividad del CI monomérico como supercomplejos I-III2-

IVn. 

 

Observamos que la actividad de CI monomérico disminuyó en IR y se mantuvo en IR+PostC, 

este tratamiento también preservó la actividad de CI en supercomplejos a niveles del grupo 

control. La actividad del CIII2 disminuyó en mitocondrias IR y se recuperó en ambos 

tratamientos, mientras que la actividad asociada a supercomplejos incrementó de manera 

significativa en los grupos IR+PostC. 

 

La actividad del CIV tanto en su forma monomérica como en supercomplejos disminuyó en 

mitocondrias IR y se incrementó con el PostC (Figura 12). 
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Figura 12.  Actividad enzimática de los complejos y supercomplejos respiratorios en geles 
azules nativos correspondientes a I-III2-IVn. A) Imagen representativa de la actividad 
enzimática de complejo I, B) Imagen representativa de la actividad enzimática del complejo 
III, C) Imagen representativa de la actividad enzimática del complejo IV y D) Análisis 
densitométrico de la actividad asociada a monómeros y supercomplejos. Los resultados 
muestran la media ± DE de al menos 3 experimentos diferentes. *P < 0.05 vs. Control y **P < 
0.05 vs. IR. 
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Se evaluó la actividad de los complejos II y V, aunque no hacen asociaciones en 
supercomplejos y no encontramos cambios significativos en sus actividades en gel (Figura 
13). 
 

 

 
 
 

Figura 13. Actividad enzimática en geles azules nativos del complejo II y V. A) Imagen 
representativa de la actividad enzimática del complejo II, B) Imagen representativa de la 
actividad enzimática del complejo V, C) Imagen representativa de la tinción con azul de 
Coomassie de un gel corrido en las mismas condiciones.  

 
6.5. Contenido de complejos y supercomplejos en corazones isquémicos reperfundidos 
tratados con NAC y PostC. 
 
De igual manera se examinó si la reducción de ERO con los tratamientos afecta el contenido 

y el ensamblaje de supercomplejos en mitocondrias. 

En la figura 14 se observa la inmunodetección de los diferentes complejos respiratorios en 

sus formas monómericas y en supercomplejos.Tras la BN-PAGE, inmunodetectamos 

supercomplejos formados por I-III2-IVn en mitocondrias del grupo control, el cual también 

contenía a la proteína adaptadora SCAFI, que es una proteína accesoria de supercomplejos, 

importante en la asociación CIII2-CIV. 

 
Encontramos que la subunidad NDFS4 del complejo I (14A), la subunidad UQCRFS1 del 

complejo III (14B), la subunidad IV (COXIV) del complejo CIV (14C) y SCAFI disminuyeron 

claramente en las mitocondrias de los corazones con IR (14D) mientras que se preservaron 
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aunque diferencialmente en los grupos tratados con NAC y PostC.  La tinción con azul de 

Coomassie no muestra diferencias importantes en el contenido de proteína entre los grupos 

experimentales y fue utilizado como control de carga en este experimento. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14. Ensamblaje de los complejos y supercomplejos respiratorios en los diferentes 
grupos experimentales A) Inmunodetección del complejo I usando anticuerpos contra la 
subunidad NDufs4 de la NADH deshidrogenasa; B) Inmunodeteción del complejo III usando 
anticuerpos contra la subunidad UQCRFS1 de la ubiquinol citocromo c reductasa; C) 
Inmunodetección del complejo IV usando anticuerpos contra la subunidad IV de la citocromo 
c oxidasa; D) Inmunodetección de subunidad accesoria Scafi, usando anticuerpos contra 
COX7A2L E) Imagen representativa de la tinción con azul de Coomassie de un gel nativo 
azul corrido en las mismas condiciones.  
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Ya que la actividad de CIII que se detecta en BN-PAGE puede ser inespecífica, se realizaron 

geles en 2D y se inmunodetectó la subunidad UQRFS1 de este complejo para confirmar los 

cambios observados. (Figura 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Inmunodetección del ensamblaje en supercomplejos que contienen el complejo 
III en mitocondrias de corazones isquémicos-reperfundidos tratados con NAC y PostC. El 
complejo III se inmunodetectó con anti-UQCRFS1 en muestras de proteínas 
mitocondriales separadas en 1D en geles nativos azules y posteriormente sometidas a una 
segunda dimensión 2D SDS-PAGE. Los resultados son imágenes representativas de al 
menos 3 experimentos diferentes.  
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7. DISCUSIÓN 

 

En este trabajo demostramos que la contención contra el estrés oxidante promueve la 

función cardíaca, disminuye el tamaño del infarto, preserva la función mitocondrial y 

mantiene el ensamblaje y actividades de los complejos respiratorios, tanto en su forma 

monomérica como en supercomplejos de la cadena respiratoria mitocondrial. 

Estos resultados refuerzan paradigmas bien conocidos de que las mitocondrias son fuente, 

pero también blanco de las especies reactivas de oxígeno y que esto está ligado a la 

estabilidad de los supercomplejos respiratorios constituyendo un elemento fundamental en la 

función mitocondrial. 

La asociación entre el ensamblaje de los SC y la disminución en la generación de ERO ha 

sido observada en diferentes condiciones. Por ejemplo, fibroblastos expuestos a inhibidores 

de la cadena transportadora de electrones, incrementan la producción de ERO en relación 

con la disminución en los niveles de los SC (Díaz et al., 2012).  

Por otro lado, animales knockdown de la subunidad NDUFS1 muestran menor integración de 

complejo I en SC en correlación con el aumento de los niveles de ERO en neuronas (Lopéz-

Fabuel et al., 2016); Mientras que en un análisis de proteínas de membrana interna 

mitocondrial en ratas envejecidas que tenían alteraciones en la oligomerización de la ATP 

sintasa y la disminucion del ensamblaje de los supercomplejos (I-III2-IV 0-4) mostró que esto 

está relacionado con la disminución de la arquitectura de los SC y una producción 

incrementada de ERO (Dencher N.A et al., 2007). 

Tal asociacion podría ser consecuencia de una mayor eficiencia en la transferencia de 

electrones en supercomplejos que en complejos individuales (Panov et al., 2007), ya que las 

distancias entre los sitios de unión de la coenzima Q entre el complejo I y el complejo III y las 

del citocromo c entre el complejo III y complejo IV es más corto en estos arreglos 

supramoleculares (Althoff et al., 2011), que la difusión calculada mediante mecanismos de 

colisión aleatoria por los complejos individuales (Chazotte et al., 1988). 

Nuestros resultados mostraron que el daño por isquemia reperfusión contribuye al 

incremento de ERO y a la disminución de las actividades de los complejos respiratorios 

mitocondriales tanto por espectrofotometría como por geles nativos. 
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Durante la oxidación de succinato, las ERO son producidas a partir del complejo III por la 

transferencia de electrones en reversa (RET) hacia el complejo I (Kwong LK et al., 1998). 

Ademas se ha reportado que durante la isquemia el succinato es acumulado y que es el 

metabolito principal junto con las ERO, del estrés oxidante a partir de complejo I por la RET, 

durante la reperfusión temprana in vivo (Chouchani et al., 2014) 

Aunque esto nos dio herramientas para especular que la disminución observada en la 

actividad de la succinato deshidrogenasa podría conducir a la acumulación de succinato, 

nuestros resultados demuestran que la producción de peróxido de hidrógeno no fue sensible 

a rotenona, por lo tanto la generación de ERO por medio de RET, vía el complejo II no es el 

principal mecanismo en nuestros experimentos.  

Nuestras observaciones sobre el contenido y actividad de los complejos I y III podrían 

explicar el incremento en el estrés oxidante en corazones IR, ya que se ha reportado que el 

daño a complejo I durante la IR induce la pérdida de las interacciones proteína-proteína entre 

estos complejos, incrementando la producción de ERO por el complejo III (Lee HL et al., 

2012). 

Nuestros resultados muestran que ambos tratamientos son efectivos para recuperar la 

función de los corazones isquémicos-reperfundidos; aunque resulta más evidente esta 

recuperación en los corazones postacondicionados que en los tratados con el antioxidante.  

Esto indica que existen otros mecanismos que contribuyen a mantener la función cardíaca 

durante la IR, además de la disminución del estrés oxidante. Se sabe que la maniobra 

mecánica del postacondicionamiento, además de reducir el estrés oxidante, mantiene el pH 

bajo durante los primeros minutos de la reperfusión, lo que previene la apertura del poro de 

la transición de la permeabilidad mitocondrial (Hausenloy et al., 2009). 

Resultados de nuestro grupo de trabajo y de otros demuestran que la activación de señales 

extracelulares de proteínas cinasas como ERK 1/2 correlacionan con el incremento de 

proteínas fosforiladas en mitocondrias de corazones postacondicionados (Hernández- 

Resendíz et al., 2014). Los grupos fosfato  se unen a residuos de la subunidad IVa y IVb del 

complejo IV en mitocondrias aisladas de corazones preacondicionados, sugiriendo un posible 

papel de la fosforilación en la estabilidad de estas proteínas, que podrían fomentar su 

asociación en supercomplejos (Wong et al., 2010).  
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Recientemente se reportó en un modelo de ratones envejecidos con isquemia reperfusión 

que diferentes subunidades de la ATPasa se oxidan durante estos 2 procesos, lo que se 

relaciona con la disminución de la actividad de la enzima, este hallazgo también se relacionó 

con una sobre carga de calcio mitocondrial en los ratones sometidos a IR que  mostraron una 

mayor sensibilidad a la apertura del poro de la transición de la permeabilidad mitocondrial 

(mPTP) (Fernández-Sanz et al., 2015). 

En este trabajo no solo la actividad, sino la concentración de algunos complejos, tanto en SC 

como en monómeros, se comprometió como consecuencia de la IR. 

La pérdida de la integridad de subunidades particulares de los complejos después del daño 

oxidativo podría explicar estos resultados, ya que se ha reportado que durante la isquemia, 

disminuye la cantidad de subunidad NDUFA9 de Complejo I, en asociación con el aumento 

en la oxidación de la cardiolípina (Gardichela et al., 2012). 

La idea que la disociación de SC tiene implicaciones patofisiológicas fue sugerida por vez 

primera por Lenaz y Genova en 2007. Ellos especularon que las ERO reducen el "chanelling" 

de electrones, disminuyendo la transferencia de electrones y/o la translocación de protones 

provocando el incremento de ERO, lo que podría encajar con el circulo vicioso que se 

establece entre el estrés oxidativo y el decline energético observado en el daño por 

reperfusión. 

Sin embargo, la importancia del cambio en el ensamblaje de los supercomplejos no es 

contundente en el marco de las enfermedades cardiovasculares. Se han detectado niveles 

bajos del supercomplejo I-III2-IV1 sin cambios en las actividades individuales de los complejos 

de la cadena respiratoria mitocondrial en un modelo canino de falla cardíaca (Rosca MG et 

al., 2008).  En el contexto de daño por reperfusión, Wong et al., reportaron que los niveles de 

supercomplejos es similar en mitocondrias aisladas de corazones IR y de corazones 

preacondicionados, mientras que los efectos cardioprotectores del isoflurano se han 

relacionado con el mantenimiento de las actividades de los CIII y CIV en SC´s (Lotz et 

al.,2015). Por otro lado se ha descrito que los SC se desensamblan después de 60 min de 

reperfusión y que su estructura se mantiene al utilizar un inhibidor del poro de la transición de 

la permeabilidad mitocondrial PTPm (Jang et al.,2017), lo que sugiere que el hinchamiento 

mitocondrial y la producción de ERO secundaria a la apertura del poro podría contribuir a la 

disociación de los supercomplejos. Nuestros resultados demuestran que la disminución del 
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estrés oxidante preserva la función mitocondrial y que la cardioprotección está relacionada 

con el mantenimiento de la actividad y el contenido de CI, CIII y CIV en supercomplejos.  

  

 

 

8. CONCLUSIÓN  

 

Tanto las formas monoméricas como los SC de la cadena respiratoria mitocondrial 

contribuyen a la funcionalidad in vivo de la mitocondria; sin embargo, aunque el daño induce 

ERO y su consecuente producción de ERO afecta el ensamblaje de los supercomplejos, 

nosotros pensamos que  otros niveles de regulación inducidos por el PostC participan en el 

mantenimiento de la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales en tales 

superestructuras. 
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