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 % FRL = fuga de porcentual de radicales libres. 

 4-HNE = 4-hidroxinonenal. 

 8-oxodG = 8-hidroxi-7,8-dihidroxi-2’-deoxiguanosina. 

 AA = antimicina A. 

 AASA = semaldehido aminoadípico. 

 ACL = longitud media de la cadena (Average Chain Length). 

 ADNmt = ADN mitocondrial. 

 ADNn = ADN nuclear. 

 AIF = factor de inducción de la apoptosis (Apoptosis-Inducing Factor). 

 BHMT  = betaína-homocisteína metiltransferasa. 

 BSA  = albúmina sérica bovina. 

 CEL = Nε-(Carboxietil) lisina. 

 CML = Nε-(Carboximetil) lisina. 

 COX III = citocromo c oxidasa III. 

 DBI = índice de dobles enlaces (Double Bound Index). 

 dG = deoxiguanosina. 

 ETS = cadena de transporte de electrones (Electron Transport System). 

 FISH = hibridación in situ con fluorescencia (Fluorescence In Situ Hybridization). 

 FMN = flavín mononucleótido. 

 GAPDH  = gliceraldehido-3 P-dehidrogenasa. 

 GC/MS = cromatografía de gases/espectrometría de masas (Gas 

Chromatography/Mass Spectrometry) 

 Glut = glutamato. 

 GO  = glucosa oxidasa. 

 GSA = semaldehido glutámico. 

 HACA  = ácido 6-hidroxi-2-aminocapronico. 

 HAVA = ácido 5-hidroxi-2-aminovalérico. 

 HMV  = ácido homovanílico. 

 HPLC = cromatografía líquida de alta resolución. 

 HRPx  = peroxidasa de rábano. 
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 LC ESI-QTOF MS = cromatografía liquida acoplada a un espectrómetro de 

masas tipo cuadrupolo mas tiempo de vuelo con ionización por electrospray. 

 LEP = potencial energético vital. 

 Mal = malato. 

 MDA = malondialdehído. 

 MDAL = Nε-(Malondialdehido) lisina. 

 Metil-THF  = metil-tetrahidrofolato. 

 MetSup = suplementación de metionina. 

 MYXO = mixotiazol. 

 MLSP = longevidad máxima (Maximum Life Span Potencial). 

 MUFA = ácidos grasos monoinsaturados (MonoUnsaturated Fatty Acids). 

 PI = índice de peroxidizabilidad. 

 Pir = piruvato. 

 pO2 = presión parcial de oxígeno. 

 PUFA = ácidos grasos poliinsaturados (PolyUnsaturated Fatty Acids). 

 PUFAn-3 = ácidos grasos poliinsaturados de la serie omega 3. 

 PUFAn-6 = ácidos grasos poliinsaturados de la serie omega 6. 

 RCI = índice de control respiratorio (Respiratory Control Index) 

 RD = restricción dietética. 

 RNAr 16S  = RNA ribosómico 16S. 

 ROS = especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species). 

 Rot = rotenona. 

 RT-PCR = reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (Real Time – 

Polimerase Chain Reaction). 

 SAM = S-Adenosilmetionina 

 SAH = S-Adenosilhomocisteína. 

 SEM = error estandar de la media (Standard Error of the Mean) 

 SFA = ácidos grasos saturados (Saturated Fatty Acids). 

 SOD = superóxido dismutasa. 

 Succ = succinato. 

 TTFA = tenoiltrifluoracetona. 

 UFA = ácidos grasos insaturados (Unsaturated Fatty Acids). 

 VO2 = consumo de oxígeno. 

 



Índice 
 

 
 

ÍNDICE 
 

INTRODUCCIÓN............................................................................................................................................1 
      1.-ENVEJECIMIENTO.................................................................................................................................2 

      2.-TEORÍAS DEL ENVEJECIMIENTO............................................................................................5 

      3.-ESTRÉS OXIDATIVO Y RADICALES LIBRES.....................................................................9 

                 3.1.-Toxicidad del oxígeno..............................................................................................................9 

                 3.2.-Radicales libres..........................................................................................................................10 

                 3.3.-Antioxidantes biológicos......................................................................................................14 

      4.-MITOCONDRIAS Y PRODUCCIÓN DE RADICALES LIBRES.............................17 

                 4.1.-La mitocondria...........................................................................................................................17 

                 4.2.-Cadena de transporte de electrones mitocondrial....................................................19 

                 4.3.-Regulación de la tasa de consumo de oxígeno y de la producción de ATP  

                        mitocondrial...............................................................................................................................26 

                 4.4.-Producción de radicales libres en la cadena de transporte de  

                        electrones mitocondrial........................................................................................................26 

      5.-DAÑO OXIDATIVO............................................................................................................................30 

                 5.1.-Daño oxidativo al ADN.......................................................................................................30 

                 5.2.-Daño oxidativo a lípidos......................................................................................................35 

                 5.3.-Daño oxidativo a proteínas.................................................................................................39 

      6.-RESTRICCIÓN DIETÉTICA, ESTRÉS OXIDATIVO  

          Y ENVEJECIMIENTO.........................................................................................................................41 

      7.-LA METIONINA Y SUS METABOLITOS...............................................................................44 

 

OBJETIVOS..........................................................................................................................................................48 

 

MATERIALES Y MÉTODOS..............................................................................................................51 
      1.-DISEÑO EXPERIMENTAL..............................................................................................................52 

                 1.1.-Suplementación de metionina............................................................................................52 

                        1.1.1.-Suplementación de metionina en la dieta a largo plazo............................52 

                        1.1.2.-Suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro..........................55 

                 1.2.-Detección de secuencias de ADN mitocondrial en el ADN nuclear.............57 

 



Índice 
 

 
 

      2.-MATERIALES............................................................................................................................................58 

                 2.1.-Equipo instrumental...............................................................................................................58 

                 2.2.-Productos químicos................................................................................................................60 

                 2.3.-Animales de experimentación............................................................................................63 

      3.-MÉTODOS...................................................................................................................................................63 

                 3.1.-Aislamiento de mitocondrias funcionales....................................................................63 

                        3.1.1.-Hígado..............................................................................................................................63 

                        3.1.2.-Corazón...........................................................................................................................65 

                        3.1.3.-Cerebro............................................................................................................................67 

                        3.1.4.-Riñón................................................................................................................................69 

                 3.2.-Valoración de proteína mitocondrial..............................................................................69 

                 3.3.-Consumo de oxígeno.............................................................................................................70 

                 3.4.-Producción de radicales libres de oxígeno...................................................................73 

                 3.5.-Fuga de radicales libres en porcentaje............................................................................75 

                 3.6.-Determinación del daño oxidativo al ADN mitocondrial....................................75 

                        3.6.1.-Aislamiento de ADN mitocondrial....................................................................76 

                        3.6.2.-Determinación de la concentración de ADN de la muestra..................78 

                        3.6.3.-Digestión del ADN....................................................................................................78 

                        3.6.4.-Condiciones cromatográficas................................................................................78 

                        3.6.5.-Cálculo de las concentraciones de dG y 8-oxodG......................................79 

                 3.7.-Composición de los ácidos grasos procedentes de los lípidos totales............80 

                        3.7.1.-Preparación de las muestras...................................................................................80 

                        3.7.2.-Extracción de lípidos.................................................................................................80 

                        3.7.3.-Condiciones cromatográficas................................................................................81 

                        3.7.4.-Cálculo de los índices relacionados con la composición lipídica.........81 

                 3.8.-Determinación del daño oxidativo a proteínas..........................................................82 

                        3.8.1.-Extracción de proteínas...........................................................................................82 

                        3.8.2.-Síntesis de los estándares internos......................................................................83 

                        3.8.3.-Análisis de AASA, CEL, CML, MDAL y GSA...........................................84 

                        3.8.4.-Condiciones cromatográficas................................................................................85 

                 3.9.-Determinación de la concentración de los complejos I, II, III y IV de la 

                        cadena de transporte de electrones mitocondrial, y de AIF................................86 

                 3.10.-Determinación de la concentración de metionina, S-adenosilmetionina 

                           y S-adenosilhomocisteína por LC ESI-QTOF MS.............................................86 



Índice 
 

 
 

                 3.11.-Ensayos in vitro de metionina, S- adenosilmetionina,  

                          S-adenosilhomocisteína y homocisteína.....................................................................88 

                 3.12.-Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real........................................89 

                          3.12.1.-Aislamiento de núcleos.......................................................................................89 

                          3.12.2.-PCR en tiempo real..............................................................................................91 

                 3.13.-Hibridación in situ con fluorescencia ......................................................................91 

                          3.13.1.-Aislamiento de hepatocitos de rata...............................................................91 

                          3.13.2.-FISH cuantitativo..................................................................................................92 

                 3.14.-Métodos estadísticos............................................................................................................94 

                          3.14.1.-Características muestrales..................................................................................94 

                          3.14.2.-Análisis estadísticos..............................................................................................95 

 

RESULTADOS...................................................................................................................................................96 

      1.-SUPLEMENTACIÓN DE METIONINA................................................................................97 

                 1.1.-Suplementación de metionina en la dieta a largo plazo.........................................97 

                        1.1.1.-Pesos de los animales................................................................................................97 

                        1.1.2.-Consumo mitocondrial de oxígeno....................................................................97 

                        1.1.3.-Producción mitocondrial de radicales libres de oxígeno.......................102 

                        1.1.4.-Fuga de radicales libres de oxígeno.................................................................109 

                        1.1.5.-Daño oxidativo al ADN mitocondrial...........................................................111 

                        1.1.6.-Composición de ácidos grasos de lípidos totales  

                                  y parámetros globales.............................................................................................114 

                        1.1.7.-Daño oxidativo a proteínas.................................................................................124 

                        1.1.8.-Concentración de metionina, SAM y SAH en tejido..............................128 

                        1.1.9.-Concentración de los complejos I, II, III y IV de la 

                                  cadena de transporte de electrones mitocondrial, y de AIF...............132 

                 1.2.-Suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro.....................................135 

                        1.2.1.-Consumo mitocondrial de oxígeno.................................................................135 

                        1.2.2.-Producción mitocondrial de ROS....................................................................145 

      2.-DETECCIÓN DE SECUENCIAS DE ADN MITOCONDRIAL  

          EN EL ADN NUCLEAR...................................................................................................................153 

                  2.1.-PCR en tiempo real.............................................................................................................153 

                  2.2.-Hibridación in situ con fluorescencia..........................................................................154 

 



Índice 
 

 
 

DISCUSIÓN.......................................................................................................................................................157 
      1.-SUPLEMENTACIÓN DE METIONINA...............................................................................158 

      2.-DETECCIÓN DE SECUENCIAS DE ADN MITOCONDRIAL  

          EN EL ADN NUCLEAR...................................................................................................................178 

 

CONCLUSIONES........................................................................................................................................183 

 

BIBLIOGRAFÍA.............................................................................................................................................186 

 

 



Introducción 
 

 
1 

 

 

 

 

 

 

Introducción 



Introducción 
 

 
2 

1.- ENVEJECIMIENTO 
 

Una de las primeras preocupaciones del hombre es la supervivencia y dado que el 

envejecimiento nos conduce a todos de una forma irremediable hacia la muerte, éste ha 

sido objeto de numerosos estudios desde diversos puntos de vista. 

 

El envejecimiento es un fenómeno extraordinariamente complejo en el que se ven 

implicados gran variedad de procesos. Quizá por esta razón se han propuesto numerosas 

definiciones. En la presente tesis lo definiremos como la acumulación progresiva de 

cambios con el tiempo, que hacen a los organismos más susceptibles al daño, 

disminuyendo sus posibilidades de supervivencia (Harman, 1986; Masoro, 1996) y su 

fertilidad (Kirkwood & Austad, 2000). 

 

El gerontólogo americano Strehler enunció en 1962 una serie de reglas para definir el 

fenómeno del envejecimiento. Según Strehler el envejecimiento es un fenómeno universal, 

intrínseco, progresivo y deletéreo. 

 

La universalidad del envejecimiento hace referencia a la incidencia de dicho proceso 

en todos los individuos de una especie (Hayflick, 1998). Todos los individuos envejecen en 

la mayoría de las especies multicelulares, especialmente en aquellas que dejan de crecer al 

alcanzar el desarrollo adulto. 

 

El envejecimiento es un fenómeno intrínseco porque las causas de este proceso 

tienen un origen interno. La velocidad de envejecimiento y por lo tanto la longevidad 

máxima de una especie están determinadas principalmente por factores internos y no por 

el ambiente. Aunque se proteja a un individuo de toda fuente de daño externa, éste seguirá 

envejeciendo. La prueba de esta regla se encuentra en la existencia de diferentes especies 

con distintas longevidades máximas que viven en el mismo ambiente. 

 

El hecho de que el envejecimiento sea un fenómeno progresivo supone que las 

causas del proceso están presentes en los individuos a lo largo de toda su vida. Los 

procesos que causan el envejecimiento se desarrollan con una velocidad más o menos 

constante a lo largo de toda la vida de los individuos, desde etapas tempranas como la 

juventud, hasta etapas tardías como la senescencia. Un ejemplo de esta característica del 
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envejecimiento es el deterioro de ciertas capacidades fisiológicas máximas con la edad (la 

coordinación motora, el gasto cardíaco, la capacidad vital, entre otras), y por lo tanto el 

declive progresivo de la capacidad de responder frente al estrés, ya sea térmico, infeccioso 

o medioambiental (Kirkwood, 1997). 

 

Por último, el envejecimiento es un proceso deletéreo, con un marcado carácter 

perjudicial para los organismos. Los efectos deletéreos se aprecian más claramente en 

células postmitóticas, como neuronas o cardiomiocitos (Miquel, 1980), que en aquellas que 

se dividen continuamente, como ocurre con los enterocitos intestinales. 

 

En la actualidad poseemos un conocimiento profundo del funcionamiento molecular 

y fisiológico de los seres vivos. Sabemos que algunos individuos envejecen a mayor 

velocidad que sus congéneres y que algunas especies presentan una mayor longevidad que 

otras. Sin embargo, no hemos sido capaces de desentrañar los mecanismos que causan y 

regulan el envejecimiento y que por lo tanto determinan la longevidad. 

 

Existen dos conceptos relacionados con el envejecimiento que en ocasiones se 

confunden. La longevidad media y longevidad máxima son términos ligados, pero 

diferentes (Barja, 1996; 2000). 

 

La longevidad media o esperanza de vida se refiere al número promedio de años 

que un individuo puede llegar a vivir por pertenecer a una población específica. La 

longevidad media va a estar determinada en gran medida por factores externos, va a 

depender del ambiente en el que vive dicha población. Es esta longevidad media la que en 

el caso de los seres humanos se ha incrementado notablemente a lo largo de la Historia en 

los países desarrollados, y por ello, no tiene la misma esperanza de vida un individuo 

nacido en Europa que uno nacido en países subdesarrollados. 

 

La longevidad máxima (MLSP, Maximum Life Span Potential) representa el 

número máximo de años que puede vivir un individuo por pertenecer a una especie 

determinada. La longevidad máxima viene determinada por el genoma, por lo que es 

constante y característica de cada especie. De este modo, la longevidad máxima de los  

individuos nacidos en Europa y África es la misma (unos 120 años) por pertenecer a la 

misma especie, mientras que la longevidad máxima de la rata (unos 4 años) es distinta 
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porque pertenece a una especie diferente. La longevidad máxima correlaciona con la 

resistencia a los procesos generales de envejecimiento y es inversamente proporcional a la 

velocidad máxima de envejecimiento de las especies (Cutler, 1984). 

 

En el caso concreto de la especie humana, se puede observar que las mejoras en las 

condiciones de vida desde los tiempos de nuestros antepasados han propiciado un 

incremento de la longevidad media, y por tanto una rectangularización de las curvas de 

supervivencia en los países desarrollados (figura 1). Sin embargo, el aumento de la 

supervivencia proporcionado por las mejoras sanitarias y en la alimentación no ha 

modificado la longevidad máxima. Durante la Edad Media también había individuos 

centenarios, aunque el porcentaje de los mismos respecto a la población general era mucho 

menor que el actual. Irónicamente esta rectangularización de la curva de supervivencia es la 

responsable de que en las sociedades occidentales desarrolladas haya cambiado la 

proporción de individuos jóvenes frente a individuos ancianos generando una serie de 

problemas sanitarios y socioeconómicos, causados por la inversión de la pirámide 

poblacional. Estos problemas han surgido porque al incrementarse la longevidad media y 

no la máxima, han aumentado solo los años de vida en los que el individuo presenta unas 

funciones físicas y fisiológicas reducidas y/o deterioradas. 

  

 
 
Figura 1: Curva de supervivencia en humanos de diferentes épocas que muestra su progresiva 
rectangularización sin modificación de la longevidad máxima (Cutler, 1984). 
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2.- TEORÍAS DEL ENVEJECIMIENTO 
 

El envejecimiento ha sido objeto de numerosos estudios desde distintos puntos de 

vista que han desembocado en la generación de diversas teorías que tratan de explicar este 

fenómeno. Clasificar estas teorías resulta difícil porque además algunas solapan entre sí. 

  

Englobaremos las teorías que tratan de explicar el envejecimiento en dos grandes 

grupos: teorías de envejecimiento genéticamente programado y teorías de 

envejecimiento por acumulación de errores o daño (teorías estocásticas). 

 

Las teorías de envejecimiento genéticamente programado proponen que el 

proceso de envejecimiento, al igual que el desarrollo, es un programa de sucesos 

codificados en el genoma que conducen a un determinado fin a una velocidad determinada 

en cada especie, que en el caso del envejecimiento sería el deterioro de las capacidades 

fisiológicas y en último extremo la muerte. 

 

Estas teorías se apoyan en la existencia de determinadas poblaciones con una 

longevidad específica, que además es hereditaria y de animales modificados genéticamente 

que presentan un incremento en su longevidad, como por ejemplo los animales knockout  

para la adenilato ciclasa 5 (Yan et al, 2007) o para la hormona de crecimiento (Flurkey et al, 

2001). También son avaladas por la existencia de enfermedades genéticas, como el 

síndrome de Werner y el síndrome de Huchinson-Gilford, que producen un 

envejecimiento acelerado y que prueban que la alteración de ciertos genes puede conducir 

a un envejecimiento prematuro (Knight, 1995; Goto, 1997; Martin & Oshima, 2000; 

Puzianowska-Kuznicka & Kuznicki, 2005). Sin embargo, estas enfermedades genéticas 

mimetizan un envejecimiento acelerado que parece estar más cercano a la autodegradación 

que se produce en algunas especies de salmones tras el desove, que a un envejecimiento 

progresivo. 

 

Las teorías que se centran en la reducción progresiva de la longitud de los telómeros 

también se engloban en este grupo. La teoría telomérica (Olovnikov, 1971) postula que el 

acortamiento de los telómeros en el ADN nuclear tras cada periodo de replicación del 

ADN, es el causante del proceso de envejecimiento. Dicho acortamiento podría producir 

el cese de la división celular. Sin embargo, esta teoría sólo explicaría el envejecimiento de 
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los tejidos mitóticos, dejando sin explicar el envejecimiento de los tejidos postmitóticos, 

como el nervioso y el muscular. 

 

Las teorías de envejecimiento por acumulación de errores o daño (teorías 

estocásticas) proponen que el envejecimiento es el resultado de la acumulación de errores 

o daño a lo largo de la vida, debido a que los sistemas de reparación y mantenimiento no 

poseen una eficacia del 100 %. Esta acumulación de daño sería responsable de la 

disminución de las capacidades fisiológicas, que en último extremo conduciría a la muerte. 

 

Dentro de este grupo de teorías tenemos, por ejemplo, la teoría del error 

catastrófico (Orgel, 1963), que propone que errores en el proceso de trascripción y 

traducción del material genético producirían la generación de proteínas erróneas, que a su 

vez producirían más errores en la síntesis de proteínas. Así pues, se entraría en un círculo 

vicioso que conduciría a la degeneración de las funciones celulares y al final a la muerte. 

Aunque actualmente esta teoría se encuentra descartada por falta de evidencias, fue la 

primera teoría que centró el origen del envejecimiento en el metabolismo. 

 

En 1954 Rebeca Gershman relacionó por primera vez la toxicidad del oxígeno con 

los radicales libres. Apoyándose en este descubrimiento Denham Harman formuló en 1956 

la teoría de envejecimiento por radicales libres, que en la actualidad es la más aceptada 

por la comunidad científica. Esta teoría postula que los radicales libres producidos durante 

la respiración aerobia a una tensión normal de oxígeno son los responsables de la 

acumulación de daño que se produce durante el envejecimiento, y que en último término 

conduce a la muerte del individuo. 

 

Originariamente esta teoría pertenecía al grupo de las teorías estocásticas, ya que los 

radicales libres serían los responsables de la generación del daño que se acumula durante el 

envejecimiento. Sin embargo, actualmente se encuentra entre ambos grupos de teorías, 

debido a que los datos que manejamos parecen indicar que el ritmo de acumulación de 

daño estaría determinado genéticamente. 

 

En 1969 se produjo el descubrimiento de la enzima superóxido dismutasa (SOD) por 

McCord y Fridovich, lo que constituyo el primer apoyo experimental importante para la 

teoría. 
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La teoría de envejecimiento por radicales libres fue completada por el propio 

Harman en 1972, afirmando que la generación de los radicales libres de oxígeno  

responsables del envejecimiento ocurría in vivo como subproducto del funcionamiento de 

la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Existiría una fuga porcentual de 

radicales libres (% FRL, percent Free Radical Leak) en la cadena de transporte de electrones 

mitocondrial (Barja et al, 1994a), de forma que una pequeña proporción de los electrones 

que entran en la cadena de transporte acaba produciendo la reducción incompleta del 

oxígeno molecular, y por lo tanto generando radicales libres (Boveris & Chance, 1973). 

  

Por otro lado, en los años 20  y después de la descripción inicial de Rubner (Rubner, 

1908) relacionando la tasa metabólica con la longevidad máxima, se propuso la teoría de 

la velocidad de vida (rate of living theory) según la cual, existiría una correlación 

inversa entre la tasa metabólica y la longevidad máxima (Pearl, 1928); cuanto mayor sea la 

tasa metabólica de un animal, menor será su longevidad máxima. La mayor parte de los 

mamíferos procesan la misma cantidad total de energía por gramo de tejido durante toda 

su vida. Esta cantidad es lo que se ha llamado su potencial energético vital (LEP) (Cutler, 

1984) y al ir disminuyendo se produciría el envejecimiento. Las especies con una tasa 

metabólica mayor “vivirían más rápido”, consumirían más rápido su LEP, por lo que 

tendrían una longevidad máxima menor.  

 

La generación de radicales libres por parte de las células aerobias parece confirmar 

esta teoría y relaciona la tasa metabólica con la longevidad máxima. Sin embargo, dicha 

teoría no es válida para el conjunto de animales homeotermos ya que, las aves, los primates 

y los murciélagos, entre otros, presentan longevidades máximas mayores de las esperadas 

por su tasa metabólica y tamaño corporal y son capaces de combinar tasas metabólicas 

altas con longevidades máximas elevadas. 

 

Los estudios en diversos órganos de paloma y de rata demostraron que la paloma 

presenta una menor producción y fuga porcentual de radicales libres en sus mitocondrias 

que la rata (Barja et al, 1994a; Herrero & Barja, 1997a,b). Dado que son especies con un 

tamaño corporal y una tasa metabólica similar, pero con una longevidad máxima 9 veces 

superior en el caso de la paloma (35 años frente a 4), estos estudios demostraron la 

importancia de los radicales libres en el proceso de envejecimiento y que la producción y la 
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fuga porcentual de radicales libres de oxígeno en la mitocondria son factores más 

importantes a la hora de determinar la longevidad máxima que el tamaño corporal y la tasa 

metabólica. Investigaciones posteriores en periquito, canario y ratón confirmaron que la 

producción mitocondrial de radicales libres y su fuga son mayores en mamíferos que en 

aves de similar tamaño y tasa metabólica y esto se relacionaría con su menor longevidad 

máxima (Herrero & Barja, 1998). 

 

Existen numerosos estudios que demuestran que existe una relación entre la 

producción de radicales libres y la longevidad máxima (figura 2). Actualmente sabemos que 

la tasa de producción de radicales libres es propia de cada especie, independiente de la tasa 

de consumo de oxígeno mitocondrial y constante a lo largo de la vida (Lopez-Torres & 

Barja, 2008a). Además, la tasa de producción de radicales libres correlaciona de forma 

inversa con la longevidad máxima de las especies, de forma que esta tasa es mayor en 

especies de vida corta que en especies longevas (Barja et al, 1994b; Lambert et al, 2007; 

Robert et al, 2007). 

 

 
 
Figura 2: Representación de la correlación negativa entre longevidad máxima (MLSP) y 
producción mitocondrial de ROS. Los datos han sido extraídos de diferentes estudios en 
corazón, hígado, riñón y cerebro de mamíferos y aves de Sohal et al (1990), Ku et al (1993), 
Barja et al (1994a) y Herrero & Barja (1998). 
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Todos estos estudios apoyarían la teoría de envejecimiento por radicales libres ya que, 

demostrarían que el principal determinante del envejecimiento sería la producción 

mitocondrial de radicales libres y no la tasa metabólica. De este modo, los animales que  

presentan tasas de producción de radicales libres menores serán más longevos que 

aquellos que presentan tasas mayores, independientemente de la tasa metabólica. 

 

Actualmente se considera que los radicales libres son una de las principales causas del 

envejecimiento por su capacidad para dañar los tejidos, por su producción en los sistemas 

biológicos, y por la relación existente entre dicha producción y la longevidad máxima 

(Harman, 1972; Sohal & Weindruch, 1996; Barja, 2004a,b). 

 

 

3.- ESTRÉS OXIDATIVO Y RADICALES LIBRES 

 

3.1.- Toxicidad del oxígeno 
 

El oxígeno fue descubierto a finales del siglo XVIII (Priestley, 1775; Scheele, 1777) y 

prácticamente desde entonces pueden encontrarse referencias a su toxicidad. Sin embargo, 

no fue hasta finales del siglo XIX cuando Paul Bert demostró de forma inequívoca la 

toxicidad del oxígeno y la universalidad de estos efectos tóxicos. Posteriormente, durante 

el siglo XX se realizaron diversos estudios sobre este tema comprobándose que esta 

toxicidad es particularmente intensa en los animales homeotermos, mientras que en los 

poiquilotermos esta toxicidad aumenta en paralelo a la temperatura ambiente. Estos 

trabajos parecían apoyar la existencia de una relación entre la toxicidad asociada al oxígeno 

y la tasa metabólica (Barja et al, 2005). 

 

La inactivación de enzimas fue el primer mecanismo general propuesto para explicar 

la toxicidad del oxígeno. Se basaba en la capacidad que tendría el oxígeno, cuando se 

encuentra a altas presiones parciales, para oxidar los grupos tiólicos reducidos de las 

proteínas. De esta forma, se inactivarían las enzimas que dependieran de estos grupos para 

su función (Stadie & Haugaard, 1945). Sin embargo, aunque el mecanismo de inactivación 

enzimática se ha demostrado experimentalmente para algunas enzimas, no parece 

suficiente para explicar todas las alteraciones que genera el oxígeno en hiperbaria (Tjoe & 

Haugaard, 1972). 
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La teoría de los radicales libres fue propuesta por Rebeca Gershman en 1954. Esta 

teoría postula que la toxicidad del oxígeno se debe a la formación de radicales libres 

generados por la reducción parcial o incompleta de la propia molécula de oxígeno 

(Gershman et al, 1954). Posteriormente se implicaría a la mitocondria como principal 

fuente de generación de radicales in vivo, relacionándola con el proceso de envejecimiento 

(Harman, 1956). 

 

 

3.2.- Radicales libres 
 

Un radical libre es un átomo o molécula que presenta al menos un electrón 

desapareado en su orbital más externo. Esta característica confiere a los radicales libres una 

capacidad electrófila muy acusada, por lo que reaccionarán fácilmente con grupos 

moleculares que presenten alta densidad electrónica, como los dobles enlaces de los ácidos 

grasos poliinsaturados o los átomos de nitrógeno de los ácidos nucleicos y las proteínas. 

 

A los radicales libres de oxígeno se les denomina también, especies reactivas de 

oxígeno (ROS, Reactive Oxygen Species). Los radicales libres de oxígeno incluyen especies 

reactivas como el radical superóxido (O2
.-), el radical hidroxilo (OH·) o el radical peroxilo 

(HO2·), así como otras moléculas que no son propiamente radicales libres como el 

peróxido de hidrógeno (H2O2). 

 

El oxígeno en estado basal presenta dos electrones desapareados con espines 

paralelos en su orbital más externo. Esta característica limita su capacidad para reaccionar 

con cualquier otro átomo o molécula pues precisa que ésta tenga dos electrones 

desapareados con espines paralelos entre sí y antiparalelos a los del oxígeno, lo que es poco 

frecuente. Por ello, el oxígeno acepta los electrones preferentemente de uno en uno, en lo 

que se denomina vía univalente de reducción del oxígeno (Figura 3). 

 

Los radicales libres de oxígeno producidos en los sistemas biológicos proceden del 

metabolismo del oxígeno por vía univalente (Boveris & Chance, 1972). De este modo, se 

genera el radical superóxido cuando el oxígeno recibe un electrón, el peróxido de 

hidrógeno cuando recibe dos y el radical hidroxilo cuando recibe tres electrones. 
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Figura 3: Vía univalente y vía tetravalente de reducción del oxigeno. e- = electrones; O2.- = 
radical superóxido; H2O2 = peroxido de hidrógeno; OH. = radical hidroxilo; COX = citocromo 
c oxidasa mitocondrial. 

 

Aunque existen otras fuentes importantes de radicales libres de oxígeno, entre las que 

se encuentran el metabolismo peroxisomal de los ácidos grasos, las reacciones del 

citocromo P-450 y las células fagocíticas. Las mitocondrias son la principal fuente de 

radicales libres en los tejidos sanos, ya que consumen más del 90 % del oxígeno que utiliza 

la célula. En la cadena de transporte electrónico mitocondrial se produce la reducción 

tetravalente del oxígeno a agua catalizada por la enzima citocromo c oxidasa. Durante 

dicho transporte de electrones mitocondrial un pequeño porcentaje de oxígeno es reducido 

incompletamente (figura 3), generándose especies reactivas de oxígeno (ROS). 

Aproximadamente entre el 1 - 2 % del oxígeno consumido en las células se trasforma en 

radicales superóxido por la autooxidación de trasportadores electrónicos de la cadena 

respiratoria mitocondrial (Boveris & Chance, 1973). 

 

El propio oxígeno molecular en su forma triplete puede comportarse como radical 

libre, ya que tiene dos electrones desapareados con espines paralelos en su orbital más 

externo. Si se le proporciona suficiente energía, uno de estos electrones puede invertir su 

espín, generando el oxígeno singlete que posee una reactividad muy alta. Este oxígeno 

singlete es muy inestable y su vida media es muy corta cuando está en medios hidrofílicos, 

sin embargo, su vida media se incrementa en medios hidrofóbicos, lo que le permite 

participar en procesos de peroxidación lipídica. 
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Cuando el oxígeno acepta el primer electrón en la vía de reducción univalente se 

genera el radical superóxido (O2
.-): 

 
  .

22 OHeO  

 

Esta reacción está catalizada por varias enzimas como por ejemplo, la xantina 

oxidasa, las peroxidasas y por los complejos I y III de la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial. La autooxidación de formas reducidas de algunas biomoléculas presentes in 

vivo como la hemoglobina, la mioglobina, los citocromos, las catecolaminas, entre otras, 

puede generar también este radical. 

 

El comportamiento químico del radical superóxido depende de las características del 

medio en el que se encuentre. Incluso se ha llegado a proponer que pudiera ser un 

mensajero intracelular (Saran & Bors, 1990). El radical superóxido no posee reactividad 

suficiente para atacar directamente a las macromoléculas, sin embargo, en presencia de 

catalizadores metálicos como el hierro o el cobre, y en combinación con el peróxido de 

hidrógeno, se produce el radical hidroxilo, que es mucho más dañino que el radical 

superóxido, por la reacción de Haber-Weiss: 

 
  2

2
3.

2 FeOFeO  

  2
2

3
22 FeOFeOH  

------------------------------------------------- 

2
.

22
.
2 OOHOHOHO    

 

Por la protonación del radical superóxido se genera el radical perhidroxilo (HO2
.). 

Aunque presenta gran capacidad para aproximarse a las macromoléculas por carecer de 

carga neta y tiene suficiente reactividad como para iniciar procesos de peroxidación lipídica 

(de Grey, 1999), su papel en el daño oxidativo no ha sido estudiado en profundidad (de 

Grey, 2002). 
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El peróxido de hidrógeno (H2O2) se genera cuando el oxígeno acepta dos 

electrones (reducción divalente del oxígeno): 

 

222 22 OHHeO    

 

Existen varias enzimas capaces de reducir el oxígeno de forma divalente como, la 

urato oxidasa, acil-CoA oxidasa, NADH oxidasa, glutation oxidasa y el sistema 

xantina/xantina oxidasa, entre otras (Sies & Cadenas, 1983). 

 

El peróxido de hidrógeno no es en realidad un radical libre y aunque puede inactivar 

enzimas directamente oxidando grupos tiólicos esenciales, es muy estable y poco reactivo. 

Sin embargo, al igual que sucede con el radical superóxido, en presencia de metales de 

transición, el peroxido de hidrógeno se descompone generando el radical hidroxilo de 

elevada reactividad, en la que se conoce como reacción de Fenton: 

 
  OHOHFeFeOH .32

22  

 

El radical hidroxilo (OH.) se genera principalmente por la reacción de Fenton y de 

Haber-Weiss. Ambas reacciones necesitan la presencia de metales de transición como el 

hierro y el cobre para producirse. Por ello, estos metales que además son los más 

abundantes en los sistemas biológicos, van a ser importantes moduladores del daño 

oxidativo (Barja et al, 2005). 

 

El radical hidroxilo es altamente reactivo, puede reaccionar de forma inespecífica con 

cualquier molécula a una distancia de hasta 2 ó 3 diámetros moleculares de su lugar de 

formación y no es capaz de difundir muy lejos de su punto de generación. 

 

Sin embargo, el radical superóxido y especialmente el peroxido de hidrógeno por su 

menor reactividad y gran estabilidad son capaces de difundir lejos de su lugar de formación  

y generar el radical hidroxilo en cualquier localización celular mediante las reacciones ya 

comentadas. De esta forma, el radical hidroxilo puede atacar a casi cualquier molécula 

celular, provocar la aparición de mutaciones (Ames et al., 1982), dañar las membranas 

celulares o inactivar gran variedad de enzimas. 
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3.3.- Antioxidantes biológicos 
 

La continua producción de radicales libres de oxígeno por el metabolismo aerobio 

celular hace necesaria la existencia de mecanismos antioxidantes endógenos para proteger a 

las células del estrés oxidativo y mantener la homeostasis celular. Estas defensas 

antioxidantes se han seleccionado y conservado durante la evolución. 

 

De los tres tipos principales de especies reactivas de oxígeno, radical superóxido, 

peroxido de hidrógeno y radical hidroxilo, sólo existen enzimas detoxificadoras para 

neutralizar los dos primeros. Sin embargo, eliminando estos dos radicales libres se limita la 

formación del radical hidroxilo.  

 

La superóxido dismutasa (SOD) descrita por primera vez por McCord y Fridovich 

en 1969, es una enzima que presenta varias isoformas repartidas por los diferentes 

compartimentos celulares y que se encarga de eliminar el radical superóxido catalizando su 

dismutación para generar peroxido de hidrógeno y oxígeno. 

 

La catalasa es una enzima encargada de eliminar el peroxido de hidrógeno. La 

velocidad de descomposición del peroxido de hidrógeno por la catalasa es alta cuando la 

concentración del mismo es elevada. Por el contrario, cuando la concentración de 

peroxido de hidrógeno es baja, la catalasa es poco efectiva al poseer una Km muy alta y, por 

tanto, una baja afinidad por su sustrato. 

 

La glutation peroxidasa ejerce una función complementaria a la de la catalasa, 

elimina el peroxido de hidrógeno producido regularmente por la célula, pero lo hace a baja 

velocidad y con una alta afinidad pues posee una Km muy baja por sus sustrato, eliminando 

el peroxido de hidrógeno cuando éste se encuentra a baja concentración. Existen 

numerosos tipos de glutation peroxidasa repartidos por los distintos compartimentos 

celulares, algunos de los cuales son dependientes de selenio (Behne & Kyriapoulos, 2001). 

En el transcurso de la reacción catalizada por esta enzima el glutation reducido (GSH) se 

transforma en glutation oxidado (GSSG). Este glutation oxidado es reducido de nuevo por 

la actividad de la glutation reductasa, utilizando NADPH en el proceso. 
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Además de los antioxidantes enzimáticos, existen otros antioxidantes endógenos no 

enzimáticos. Estos últimos se consumen cuando neutralizan los radicales libres, sin 

embargo, al ser de bajo peso molecular pueden actuar en lugares donde no pueden acceder 

las enzimas. Los antioxidantes no enzimáticos más abundantes en la célula son el glutation, 

el ascorbato, el tocoferol y los carotenoides (figura 4). 

 

El glutation es un antioxidante no enzimático hidrosoluble particularmente 

abundante en numerosos tejidos (Sies, 1999), y juega un papel central en el mantenimiento 

del balance redox en la célula al constituir una fuente principal de poder reductor de la 

misma. 

 

 
Figura 4: Estructura de varios antioxidantes no enzimáticos importantes. 

 

El ascorbato es una molécula hidrosoluble sintetizada por la mayoría de los 

vertebrados. Algunas especies, el ser humano entre ellas, no son capaces de sintetizar esta 

molécula, por lo que deben ingerirla en la dieta. El ascorbato tras neutralizar los radicales 

libres, oxidándose en el proceso, puede recuperarse volviendo a reducirse por la actividad 

de las dehidroascorbato reductasas (Navas et al, 1994). 

 



Introducción 
 

 
16 

El tocoferol es el antioxidante lipofílico más abundante en células animales. Sus 

propiedades antioxidantes se basan en la capacidad reductora del grupo hidroxilo del anillo 

de cromanol. Como es liposoluble puede acceder a los grupos alcoxilos reduciéndolos a 

alcoholes lipídicos, y a los grupos peroxilos de los lípidos reduciéndolos a hidroperoxilos e 

inhibiendo de este modo la propagación de la peroxidación lipídica en cadena. 

  

Los carotenoides son antioxidantes no enzimáticos lipofílicos de los que existen 

cientos de variedades diferentes, sin embargo sólo unos pocos están en concentraciones 

relevantes en tejidos y en plasma (Krinsky, 1993). Estos carotenoides tienen actividad 

antiinflamatoria (Schweigert, 2001), antimutagénica y anticarcinogénica, propiedades que 

pueden estar relacionadas con su capacidad antoxidante (Barja et al, 2005). 

 

En el pasado se sugirió que los niveles de antioxidantes descendían con la edad, de 

forma que esta reducción determinaría el proceso de envejecimiento; sin embargo la idea 

fue descartada porque los estudios sobre la variación de los niveles de antioxidantes 

endógenos con la edad no encontraban un patrón claro y en muchos casos este descenso 

no se producía (Barja et al, 1992; Benzi & Moretti, 1995). 

 

Los animales knockout para genes que codifican enzimas antioxidantes presentan 

diferentes patologías pero su longevidad máxima no parece estar afectada (Muller et al, 

2004a; Sanz et al, 2006d). Por otro lado, el aumento de los niveles de antioxidantes 

mediante suplementación en dieta (Harris et al, 1990), inducción farmacológica (Lopez-

Torres et al, 1993a) o mediante técnicas transgénicas (Mockett et al, 1999; Jaarsma et al, 

2000; Huang et al, 2000) no incrementa dicha longevidad máxima. Sin embargo, es 

frecuente que estos incrementos en los niveles de antioxidantes aumenten la longevidad 

media, mostrándose eficientes en la prevención de la muerte prematura, y por lo tanto 

incrementando la supervivencia. Así pues, las enzimas antioxidantes son importantes para 

evitar la muerte prematura de los individuos, sobre todo en poblaciones que viven en 

condiciones subóptimas y que no poseen curvas de supervivencia rectangularizadas (Barja 

et al, 2005). 

 

Por otro lado se sabe que los niveles de antioxidantes endógenos, tanto enzimáticos 

como no enzimáticos, correlacionan negativamente con la longevidad máxima (Perez-

Campo et al, 1998). Los animales más longevos presentan niveles más bajos de 
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antioxidantes que los animales de vida corta porque su producción de radicales libres es 

menor. Así pues, la reducción de la producción de radicales libres representaría un método 

mucho más eficiente para reducir el daño oxidativo que el incremento en los niveles de 

antioxidantes. (Pamplona & Barja, 2007). Esta correlación negativa es una evidencia 

importante, aunque indirecta, de que la producción de radicales libres in vivo en condiciones 

basales debe de ser menor en especies animales longevas que en las de vida corta (Lopez-

Torres et al, 1993b; Barja et al, 1994a, Perez-Campo et al, 1998). 

 

 

4.- MITOCONDRIAS Y PRODUCCIÓN DE RADICALES LIBRES 
 

La teoría más aceptada sobre el origen de la mitocondria es la teoría endosimbiótica 

(Margulis, 1970) según la cual, en algún momento en el pasado, una célula procariota que 

sería  capaz de obtener energía de los nutrientes orgánicos empleando el oxígeno molecular 

como oxidante, fue fagocitada o entró en otra célula que habría desarrollado algunas de las 

características de las células eucariotas. Al no ser digerida inmediatamente, la célula 

procariota fue capaz de formar una simbiosis permanente con la célula hospedadora 

ofreciéndole un suministro de energía en forma de ATP, mientras que recibía un medio 

estable y rico en nutrientes de su célula hospedadora. Con el tiempo, esta célula procariota 

pasó a formar parte de la que llegaría a ser la célula eucariota convirtiéndose en la 

mitocondria. 

 

 

4.1.- La mitocondria 
 

Las mitocondrias son estructuras muy plásticas que se dividen y fusionan 

constantemente, aunque normalmente presentan una forma alargada con un tamaño que 

oscila entre 0,5 y 7 µm (figura 5). Se las conoce como los “generadores de energía” de la 

célula debido a que producen la mayor parte del suministro de ATP de la misma. Sin 

embargo estos orgánulos también están implicados en otros procesos importantes para la 

célula como la apoptosis o muerte celular programada, la señalización y la diferenciación 

de la célula, así como el control del ciclo y del crecimiento celular (McBride et al, 2006). 
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Figura 5: La mitocondria. A: Imagen al microscopio electrónico de una mitocondria. B: 
Esquema de una mitocondria 

 

Las mitocondrias presentan dos membranas (membrana externa e interna) que a su 

vez delimitan dos compartimentos (espacio intermembrana y matriz mitocondrial). 

 

La membrana externa es una bicapa lipídica que rodea toda la mitocondria y es 

permeable a iones, metabolitos y muchos polipéptidos gracias a unas proteínas 

denominadas porinas que permiten el paso a favor de gradiente de grandes moléculas de 

hasta 10 kDa. 

 

Por su parte la membrana interna es una bicapa lipídica impermeable a la mayoría 

de las moléculas, especialmente a los iones. Sin embargo, contiene muchos sistemas de 

transporte transmembrana que permiten el paso de distintas moléculas como, ácidos 

grasos, piruvato, ADP, ATP, e incluso agua. La membrana interna presenta además 

numerosas invaginaciones denominadas crestas mitocondriales, por lo que el área de su 

superficie es mucho mayor que la de la membrana externa. La membrana interna contiene 

numerosas proteínas, como las integrantes de los complejos de la cadena de transporte 

electrónico. 

 

El espacio intermembrana es el espacio que queda delimitado entre la membrana 

interna y la membrana externa. Cuando la cadena de  transporte de electrones está 

funcionando se produce un bombeo de protones que genera un gradiente electroquímico 

entre esta cavidad y la matriz mitocondrial, el cual será aprovechado por la ATP-sintasa 

para generar ATP a partir de ADP. 

 



Introducción 
 

 
19 

La matriz mitocondrial es el espacio rodeado por la membrana interna. En ella 

tienen lugar numerosas reacciones de rutas metabólicas importantes como, el ciclo de los 

ácidos tricarboxilicos (o ciclo de Krebs), la β-oxidación de los ácidos grasos, el ciclo de la 

urea y el catabolismo de los aminoácidos. Además contiene el ADN y la maquinaria de 

biosíntesis proteica mitocondrial. 

 

Aunque parte de las proteínas mitocondriales se codifican en el ADN del núcleo de 

la célula, la mitocondria tiene su propio genoma que muestra muchas semejanzas con los 

genomas bacterianos (Andersson el al, 2003). 

 

Al conjunto de las mitocondrias de la célula se le denomina condrioma celular. El 

número de mitocondrias por célula varía dependiendo de las necesidades energéticas de la 

misma, distintos tipos celulares tendrán distinto número de mitocondrias en función del 

papel que desempeñen. Del mismo modo, las mitocondrias no presentan una distribución 

uniforme en el citosol, parece que se sitúan en las zonas donde el requerimiento energético 

es mayor, de forma que el ATP llegue más rápidamente a donde sea necesario. 

 

 

4.2.- Cadena de transporte de electrones mitocondrial 
 

La principal fuente de radicales libres en células sanas es la cadena de transporte de 

electrones mitocondrial. Está formada por 4 complejos multiproteicos: el complejo I o 

NADH deshidrogenasa, el complejo II o succinato deshidrogenasa, el complejo III o 

ubiquinol-citocromo c oxidoreductasa, y el complejo IV o citocromo c oxidasa. La 

coenzima Q y el citocromo c también forman parte de esta cadena de transporte de 

electrones conectando los complejos multiproteicos entre sí (figura 6). Todos estos 

elementos de la cadena de transporte de electrones se localizan en la membrana 

mitocondrial interna y están compuestos por cuatro tipos de moléculas: citocromos, 

centros ferro-sulfurados, quinonas y flavinas. 

 

Tanto los transportadores electrónicos como los complejos multiproteicos están 

organizados en “ensamblajes” con interacciones específicas proteína-proteína, que 

permiten la transferencia rápida de electrones gracias a las reducidas distancias 

intermoleculares entre ellas (Chance & Williams, 1956). Los complejos I, III y IV 
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interaccionan para formar supercomplejos con una composición estequiométrica definida 

tanto en mitocondrias de levaduras y plantas superiores como de  mamíferos. 

 

 

 
 
Figura 6: Cadena de transporte de electrones mitocondrial. Q = ubiquinona; QH2 = ubiquinol; 
cit c2+ = citocromo c reducido; cit c3+ = citocromo c oxidado. 

 

La cadena de transporte de electrones se inicia con la cesión de electrones por parte 

del NADH al complejo I o del succinato al complejo II, y termina con la cesión de estos 

electrones al oxígeno molecular (O2) por parte del complejo IV. Tanto el NADH como el 

succinato son generados en el ciclo de los ácidos tricarboxilicos, que tiene lugar en la 

matriz mitocondrial. 

 

Existen otros elementos de la cadena de transporte de electrones, a parte del 

complejo IV, capaces de ceder electrones al oxígeno molecular. Esta fuga de electrones 

puede producir la reducción incompleta del oxígeno molecular generando radicales libres 

(Muller, 2000). 

 

El  complejo I o NADH deshidrogenasa con sus 800-900 kDa (Speakman, 2003) 

es el complejo multiproteico más grande de la cadena de transporte de electrones 

mitocondrial. Está formado por unos 46 polipéptidos, de los cuales 7 están codificados por 

el ADN mitocondrial (Carroll et al, 2003, 2005). Estos polipéptidos se agrupan en dos 

brazos de tamaño desigual que forman una L (figura 7). 

 

El brazo corto está constituido por un dominio globular hidrofílico situado en la 

matriz mitocondrial, que contiene la subunidad de unión al NADH y el centro activo de la 
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enzima NADH deshidrogenasa. Dicho centro activo está constituido por un grupo flavín 

mononucleótido (FMN) y 9 centros ferro-sulfurados. 

 

 
 
Figura 7: Estructura y funcionamiento del complejo I. Pir/mal = piruvato/malato; FMN = 
grupo falvín mononucleótido; FeS = grupo ferro-sulfurados; TCA = ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos (ciclo de Krebs). 

 

El brazo largo posee carácter hidrofóbico, está integrado en la membrana 

mitocondrial interna, y es donde se encuentra la maquinaria de bombeo de protones. 

Dicha maquinaria de bombeo constituye el centro I de acoplamiento energético y está 

formada por varias quinonas (Robinson, 1998) y por un centro ferrosulfurado. Este centro 

de acoplamiento bombea protones desde la matriz mitocondrial hasta el espacio 

intermembrana y es por donde el complejo I cede electrones a la ubiquinona (Sazanov & 

Hinchliffe, 2006). 

 

En la biogénesis y mantenimiento del complejo I participa el factor inductor de la 

apoptosis (AIF, Apoptosis-Inducing Factor), ya que las células deficientes en este factor 

presentan un menor contenido de complejo I (Vahsen et al, 2004). El factor inductor de la 

apoptosis es una proteína mitocondrial que, además de tener un papel importante en la 

apoptosis, se requiere para la fosforilación oxidativa en la mitocondria (Porter & Urbano, 

2006). 
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Existen varios inhibidores que pueden bloquear el flujo de electrones entre los 

diferentes transportadores electrónicos del complejo I (Herrero & Barja, 2000). Entre estos 

inhibidores destacaremos la rotenona, que bloquea la transferencia de electrones desde el 

último centro ferro-sulfurado a la ubiquinona, posiblemente actuando como análogo de la 

misma. 

 

El complejo II o succinato deshidrogenasa es un gran complejo multiproteíco 

cuyas cadenas polipeptídicas están codificadas en el ADN nuclear y se reparten en 4 

grandes subdivisiones. Dos de estas subdivisiones forman la enzima succinato 

deshidrogenasa del ciclo de los ácidos tricarboxilicos y las otras dos anclan el complejo a la 

membrana mitocondrial interna (Speakman, 2003). Este complejo interviene en el ciclo de 

los ácidos tricarboxilicos transfiriendo electrones desde el succinato hasta el FAD, que se 

transformará en el FADH2 (figura 8). Estos electrones que recibe el FADH2 se transfieren 

posteriormente a la ubiquinona. El FAD está integrado en el complejo II, por lo que no 

difunde a la matriz mitocondrial. 

 

 
 
Figura 8: Estructura y funcionamiento del complejo II. FeS = grupo ferro-sulfurados; Q = 
ubiquinona; QH2 = ubiquinol; TTFA = tenoiltrifluoracetona. 

 

Entre los inhibidores del flujo de electrones en el complejo II cabe destacar la 

tenoiltrifluoracetona (TTFA) que actúa mediante interacciones débiles con el hierro del 

último centro ferro-sulfurado del complejo (Tyler, 1992). 
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La coenzima Q es una benzoquinona soluble en lípidos con una larga cadena lateral 

isoprenoide que difunde lateralmente en la membrana mitocondrial interna y que está 

adaptada para transportar electrones desde los complejos I y II hasta el complejo III 

(Hinchliffe & Sazanov, 2005). Existen tres formas de la coenzíma (figura 9) en la 

membrana interna mitocondrial: Ubiquinona (Q), semiquinona (Q.-) y ubiquinol (QH2). La 

semiquinona posee un electrón desapareado y por ello puede cederlo con mucha facilidad. 

Si dicho electrón es cedido al oxígeno molecular se generarán radicales superóxido. La 

coenzima Q está en la forma transitoria de semiquinona cuando se encuentra unida al 

complejo I o especialmente cuando se encuentra ensamblada al complejo III (Mitchell, 

1975; Brandt, 1997) durante el ciclo Q (Turrens et al, 1985). 

 

 
 
Figura 9: Isoformas de la coenzima Q. 

 

El complejo III o ubiquinol-citocromo c oxidorreductasa está compuesto por 

un centro ferro-sulfurado, denominado centro de Rieske, y por los citocromos c1 y b. 

Tanto el centro de Rieske como el citocromo c1 se codifican en el ADN nuclear, mientras 

que el citocromo b se codifica en el ADN mitocondrial (Zara et al, 2009). 

 

En este complejo multiproteico tiene lugar el denominado ciclo Q, en el que la 

coenzima Q pasa por todas sus isoformas, especialmente por la forma semiquinona 

(Turrens et al, 1985), y los protones son bombeados desde la matriz mitocondrial al espacio 

intermembrana (figura 10). 

 

En el ciclo Q, el ubiquinol (QH2) cede dos electrones, un electrón al centro       

ferro-sulfurado y otro al citocromo b-566, liberando los protones al espacio 
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intermembrana durante el proceso. Este citocromo cederá a su vez el electrón a la 

ubiquinona (Q) o a la semiquinona (Q.-) a través del citocromo b-560 (Trumpower, 1990). 

De este modo cuando la coenzima Q tiene de nuevo los dos electrones, adquiere otros dos 

protones de la matriz mitocondrial para transformarse otra vez en ubiquinol. Esta 

maquinaria permite al ciclo Q bombear protones desde la matriz mitocondrial hacia el 

espacio intermembrana, constituyendo el centro II de acoplamiento energético. El 

complejo III cede los electrones al citocromo c a través del centro ferro-sulfurado (figura 

10) y el citocromo c a su vez los cederá al complejo IV. 

 

 

Complejo I

Complejo II

QH2 QH2

Espacio intermembrana

Matriz mitocondrial

Q·-

2H+

FeS
e-

Cit c

Complejo IV

e-

e-

Q

Cit 
b-566

e-Cit 
b-560

e-Q·-

e-

e-

2H+

 
 
Figura 10: Ciclo Q en el complejo III. Cit = citocoromo; FeS = grupo ferro-sulfurados; Q = 
ubiquinona; QH2 = ubiquinol; Q·- = semiquinona, AA = antimcina A; MYXO = mixotiazol. 

 

Entre los inhibidores que pueden bloquear el transporte electrónico en el complejo 

III se encuentran la antimicina A (AA) que impide el flujo desde el citocromo b-560 hasta 

la coenzima Q, y el mixotiazol (MYXO) que interrumpe el flujo desde el ubiquinol hasta el 

centro de Rieske (Turrens et al, 1985). 

 

El complejo IV o citocromo c oxidasa es el último complejo multiproteico de la 

cadena de transporte de electrones mitocondrial y se encarga de ceder los electrones al 

oxígeno molecular generando agua en el proceso. 
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Este complejo está formado por dos centros cúpricos (Cua y Cub) y por dos 

citocromos (a y a3). Las unidades catalíticas del complejo están codificadas en el ADN 

mitocondrial, mientras que las estructurales lo están en el nuclear (Tyler, 1992). 

 

El citocromo c cede los electrones al centro Cua del complejo IV. Este centro 

transfiere los electrones al citocromo a, el y de este pasan al citocromo a3. Este último 

citocromo traspasa los electrones al centro Cub que será el encargado de donarlos al 

oxígeno molecular (figura 11). El transporte electrónico a través de este complejo 

multiproteico genera un bombeo de protones desde la matriz mitocondrial al espacio 

intermembrana constituyendo el centro III de acoplamiento energético. 

 
 

Cit c

Cua Cub

Cit a Cit a3

H O2

1/2O2
e-

e-

e-

e-

e-

H+

H+

 
 
Figura 11: Esquema de la estructura y funcionamiento del complejo IV. Cua = centro cúprico a; 
Cub = centro cúprico b; Cit = citocromo. 

 

El complejo IV tiene una alta afinidad por el oxígeno, por lo que es capaz de 

funcionar en condiciones de baja presión parcial de oxígeno (pO2). Además, se cree que la 

citocromo c oxidasa es la responsable de más del 90 % del consumo de oxígeno en los 

animales aerobios. 
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4.3.- Regulación de la tasa de consumo de oxígeno y de la 

producción de ATP mitocondrial 
 

Las necesidades energéticas celulares modulan tanto el consumo de oxígeno como la 

producción de ATP en la mitocondria. Así pues, cuando se elevan los niveles de ADP, 

también se eleva la tasa de ambos procesos (Navarro & Boveris, 2007). 

 

Chance y Williams introdujeron en 1956 el concepto de estado metabólico 

mitocondrial. Estos investigadores definieron el Estado 4 como “respiración controlada o 

en reposo”, ya que en este estado existe una disponibilidad de sustrato de la cadena de 

transporte electrónico pero no de ADP, y el Estado 3 como “respiración activa”, ya que 

en este estado existe una disponibilidad tanto de sustrato como de ADP y en él se alcanza 

la tasa fisiológica máxima de consumo de oxígeno. 

 

Considerando las tasas de consumo de oxígeno mitocondrial en ambos estados y el 

consumo de oxígeno de órganos perfundidos, se estimó que entre un 60 y  un 70 % de las 

mitocondrias de mamíferos se encontraría normalmente en estado 4, mientras que el resto 

se encontraría en estado 3 (Boveris et al, 1999). Esto significa que, en condiciones basales, 

los tejidos de mamíferos solo utilizarían entre un 30 y un 40 % de su capacidad para 

producir ATP, dejando un amplio margen para satisfacer los incrementos de las 

necesidades energéticas. 

 

 

4.4.- Producción de radicales libres en la cadena de transporte de 

electrones mitocondrial 
 

En la mitocondria se generan radicales libres cuando el oxígeno molecular recibe 

electrones de alguno de los transportadores de la cadena de transporte electrónico. Esta 

cesión de electrones depende de la accesibilidad del oxígeno molecular a los mismos y la 

tendencia del transportador a donarlos (Speakman, 2003). 

 

El potencial redox determina la tendencia de un transportador a ceder electrones. 

Los valores negativos en el potencial redox indican una tendencia reductora, mientras que 

valores positivos indican una tendencia oxidante (Muller, 2000). Por lo tanto, cuanto 
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menor sea el valor del potencial redox, mayor será la tendencia de la molécula a ceder 

electrones. Así pues, para que se genere el radical superóxido a partir del oxígeno 

molecular es necesario que el donante de electrones tenga un potencial redox menor que la 

pareja O2/O2
.-. 

 

Según estas premisas, el complejo IV es el generador de radicales libres más probable 

ya que tiene una alta tendencia a donar electrones y es muy accesible al oxígeno molecular. 

Sin embargo, no se producen radicales libres en del complejo IV (Chance et al, 1979; Barja 

& Herrero, 1998) porque, en este complejo, el oxígeno se estabiliza en un centro de 

reacción bimetálico constituido por el átomo de cobre del centro Cub y el grupo hemo del 

citocromo a3, lo que impide la formación de radicales libres (Yoshikawa et al, 1998). Por 

otro lado, el complejo II tampoco es un generador de radicales libres ya que los potenciales 

de oxidación de sus elementos son mayores que los del par O2/O2
.-. 

 

El complejo I (Barja, 1999a; Herrero & Barja, 2000; Gredilla et al 2001b; Kudin et al, 

2005; Muller et al, 2008) y el complejo III (Boveris et al, 1976; Barja, 1999a; Kudin et al, 

2005) serían los principales productores de radicales libres en la mitocondria. Esta 

conclusión se apoya en los estudios sobre generación de ROS en la cadena de transporte 

de electrones mitocondrial y en los potenciales redox de sus elementos. Estos estudios han 

mostrado un marcado incremento de la producción de ROS tras el uso de inhibidores del 

transporte electrónico en estos dos complejos y también indican que cualquier alteración 

en la función de la cadena respiratoria, especialmente a nivel de estos complejos, podría ser 

muy dañina para la célula (Dufour & Larsson, 2004). 

 

Nohl & Stolze (1992) propusieron que los citocromos b eran los generadores de 

radicales libres en el complejo III, sin embargo los estudios de Boveris et al (1976) y de 

Turrens et al (1985) indicaban que el responsable de la producción de radicales superóxido 

era la semiquinona generada en el ciclo Q. Actualmente, basándose en los datos 

experimentales, esta segunda opción es la más aceptada (Barja, 2001). 

 

A pesar de que el complejo III es un importante generador de radicales libres, 

diversos estudios sugieren que el productor de radicales libres fundamental en el 

proceso de envejecimiento es el complejo I y que la importancia fisiológica de la 

generación de radicales libres por parte del complejo III es limitada (Hirst et al, 2008). 
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Además los datos de diversos trabajos indican que las especies de vida larga presentan 

menor producción de radicales libres que las de vida corta principalmente a nivel de 

complejo I (Barja & Herrero, 1998; Barja, 1999a). En este mismo sentido, en experimentos 

de restricción dietética, el descenso en la producción de radicales libres en mitocondrias de 

hígado y corazón se ha visto exclusivamente a nivel del complejo I (Gredilla et al, 2001b; 

Lopez-Torres et al, 2002). 

 

Se han realizado diversos estudios para tratar de identificar el principal responsable 

de la generación de radicales libres dentro del complejo I. Algunos de estos estudios 

concluyen que los principales generadores de radicales libres en este complejo son las 

flavinas (Liu et al, 2002; Young et al, 2002; Kudin et al, 2004), otros que es el sitio de unión 

a la quinona (Lambert & Brand, 2004), y otros que son los centros ferro-sulfurados 

(Herrero & Barja, 2000; Genova et al, 2001; Kushnareva et al, 2002). Esta última 

posibilidad ha sido confirmada en cerebro de rata (Sanz et al, 2005) y de humanos (Kudin et 

al, 2004). 

 

Parece que los radicales libres producidos en el complejo I se liberan hacia la matriz 

mitocondrial, debido a que la región hidrofílica del complejo donde se sitúan los centros 

ferro-sulfurados se orienta hacia dicha matriz (St-Pierre et al, 2002; Kudin et al, 2005). Sin 

embargo, no existe un acuerdo sobre la direccionalidad de la producción de radicales libres 

del complejo III. Mientras algunos estudios indican que toda la producción de radicales de 

este complejo multiproteico se dirige al espacio intermembrana (St-Pierre et al, 2002; 

Kudin et al, 2005), otros sugieren que aproximadamente la mitad de los radicales se genera 

hacia el espacio intermembrana y la otra mitad hacia la matriz mitocondrial (Muller et al, 

2004b). La direccionalidad en la producción de radicales libres es relevante porque 

determina el grado del daño oxidativo producido a moléculas importantes. Así por ejemplo, 

el ADN mitocondrial se vería más afectado por los radicales libres que son generados hacia 

la matriz mitocondrial (complejo I). Por lo tanto, esta direccionalidad en la producción de 

radicales libres tendría consecuencias muy importantes para el envejecimiento (Barja, 

2004a). 

 

Por otro lado, la producción de radicales libres en la mitocondria depende en gran 

medida tanto del grado de reducción electrónica de los generadores de estos radicales 

libres como de la pO2 local (Barja, 2007). Cuando el flujo electrónico es lento, los 
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electrones tienden a acumularse en la cadena de trasporte electrónico por lo que, los 

complejos respiratorios tienden a reducirse más en el estado de reposo. Sin embargo, 

cuando se añade ADP a la mitocondria, el flujo electrónico se incrementa, los electrones 

fluyen rápidamente a lo largo de la cadena de trasporte electrónico y, por lo tanto, el grado 

de reducción electrónica de la misma, y de sus generadores de ROS, desciende 

abruptamente (Loschen et al, 1971). Dado que, cuando se incrementa el grado de 

reducción de los complejos de la cadena de transporte electrónico, también se incrementa 

en gran medida su capacidad para producir ROS (Kushnareva et al, 2002), la generación 

mitocondrial de ROS será alta en el estado 4, ya que en este estado la tasa de consumo de 

oxígeno es baja. Por el contrario, en estado 3, la tasa de consumo de oxígeno es más alta, 

por lo que el grado de reducción de los transportadores es menor y se reduce 

considerablemente la tasa de generación de ROS hasta valores apenas detectables. 

 

El otro mecanismo que ayuda a disminuir la producción de ROS cuando se 

incrementa la respiración mitocondrial es el descenso en la pO2 local debido al mayor 

consumo de oxígeno mitocondrial. La Km del complejo IV para el O2 es muy baja para 

asegurar la fosforilación oxidativa continua aunque haya una  pO2 baja. Sin embargo la Km 

para el O2 de los generadores de ROS es comparativamente mucho mayor y está situada 

dentro del rango fisiológico de la pO2 celular de los tejidos in vivo. De hecho, la generación 

mitocondrial de ROS es dependiente de la pO2 (Hoffman et al, 2007). Así pues, un 

descenso local en la pO2 reduce notablemente la producción mitocondrial de ROS.  

 

Existen situaciones en las que el consumo de oxígeno aumenta abruptamente, como 

por ejemplo, el ejercicio, que es capaz de incrementar el consumo de oxígeno unas 10 

veces en humanos, y entre 30-50 veces en caballos (Weibel, 2002). Este fuerte incremento 

en el consumo mitocondrial de oxígeno provoca un descenso local de la pO2 en el tejido. 

A esa pO2 tan baja, la producción mitocondrial de ROS desciende fuertemente ya que, la 

alta Km para el oxígeno de los generadores de ROS, limita fuertemente su capacidad para 

reducir el oxígeno de forma univalente. De hecho, las mitocondrias conservan su 

capacidad de generar H2O2 en estado 3, sólo cuando éstas se encuentran en un medio 

hiperóxico (Saborido et al, 2005); en estas condiciones el consumo de oxígeno mitocondrial 

en estado 3 no es suficientemente alto para hacer descender la pO2 local de los generadores 

mitocondriales de ROS. 
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 El fuerte descenso en la producción mitocondrial de ROS que tiene lugar en la 

transición energética del  estado 4 al estado 3 de la cadena respiratoria mitocondrial 

permite a los animales desarrollar un alto metabolismo aeróbico sin incurrir en un elevado 

daño oxidativo. Existen otras situaciones en las que pueden producirse variaciones 

independientes del consumo de oxígeno mitocondrial y de la producción mitocondrial de 

ROS, como sucede por ejemplo, durante incrementos crónicos de la tasa metabólica 

(hipertiroidismo) y durante la restricción de dieta (revisado en Barja, 2007). 

 

 

5.- DAÑO OXIDATIVO 
 

Todos los tipos de macromoléculas biológicas (proteínas, lípidos, hidratos de 

carbono y ácidos nucleícos) son sensibles al ataque oxidativo y sus productos oxidados se 

acumulan con la edad. La magnitud final de este daño dependerá de la intensidad de 

producción de radicales libres, de la resistencia de estas moléculas a ser oxidadas y de la 

eficiencia en la reparación o reemplazo de las mismas. 

 

 

5.1.- Daño oxidativo al ADN 
 

El daño oxidativo al ADN es el más importante en relación con el proceso de 

envejecimiento. Las alteraciones oxidativas sobre proteínas, lípidos e hidratos de carbono 

pueden repararse utilizando la información codificada en el propio ADN, pero cuando el 

daño oxidativo se produce sobre el mismo material genético la reparación resulta más 

complicada. Aunque existen sistemas de reparación del daño oxidativo al ADN, su eficacia 

no es del 100 %, lo que unido a posibles errores en la reparación, puede provocar la 

aparición de alteraciones genéticas, mutaciones. El número de copias de ADN es limitado 

y cuando todas las copias de un gen resultan dañadas, la información codificada en el 

mismo se pierde de manera definitiva para la célula. 

 

Aunque el ADN no puede ser atacado directamente por el radical superóxido o el 

peróxido de hidrógeno, en presencia de metales de transición estas especies reactivas 

pueden generar el radical hidroxilo, que si es capaz de atacar al ADN. El peroxido de 

hidrogeno va a jugar un papel fundamental pues, al carecer de carga puede llegar a pasar a 
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través de las membranas lipídicas, y al ser relativamente estable, difundir hasta zonas muy 

alejadas de su lugar de formación, donde puede reaccionar con metales de transición como 

los que forman parte de la cromatina y generar el radical hidroxilo que tiene la capacidad 

de alterar el ADN (Halliwell, 1998). 

 

Tanto las bases púricas como pirimidínicas son susceptibles al ataque oxidativo. Las 

bases alteradas son mutagénicas porque pueden inducir trasnversiones G-T o C-A en 

genes críticos durante las etapas iniciales del desarrollo de tumores (Loft & Poulsen, 1996). 

Existen numerosas modificaciones de bases nitrogenadas tanto púricas como pirimidínicas 

(figura 12) entre las que se encuentran la 8-oxoadenina, la 2-hidroxiadenina, el                  

5-hidroximetiluracilo, la 5-hidroxicitosina, la citosina glicol, y la timidina glicol (Loft & 

Poulsen, 1996). Sin embargo, la base más empleada como marcador de ataque oxidativo al 

ADN es la guanina. La oxidación de esta base en su carbono 8 da lugar a la formación de 

la base modificada 8-hidroxiguanina. Su nucleósido, la 8-hidroxi-7,8-dihidro-2’-

deoxiguanosina (8-oxodG), es el biomarcador más utilizado para cuantificar el daño 

oxidativo al ADN. 

 

La 8-oxodG es una base nitrogenada alterada y mutagénica que es reparada tanto en 

el núcleo como en la mitocondria, aunque de una forma más intensa en el primero (Bohr, 

2002). Esta base alterada no se acumula excesivamente en el ADN de ninguno de los dos 

orgánulos, sin embargo los radicales libres podrían producir otros tipos de daño al ADN 

que no podrían ser reparados eficientemente, lo que facilitaría su acumulación durante el 

envejecimiento (Barja et al, 2005). El grado de acumulación de mutaciones que aparece en 

especies animales con una longevidad máxima reducida a los 2 o 3 años de vida es el que 

aparece en los humanos entre los 70 y 100 años (Wang et al, 1997). La alta tasa de 

producción mitocondrial de radicales libres en las especies animales de vida corta podría 

ser responsable de una acumulación mayor de mutaciones durante el envejecimiento. Este 

mismo razonamiento podría aplicarse en el caso de animales alimentados ad libitum frente a 

los restringidos dietéticamente, por lo que habría una mayor tasa de acumulación de 

mutaciones somáticas en el primer caso (Barja et al, 2005). 
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Figura 12: Bases nitrogenadas modificadas del ADN. 

 

Existe una correlación negativa entre la longevidad máxima y los niveles de 8-oxodG 

en el ADN mitocondrial de corazón (figura 13) y cerebro en animales homeotermos (aves 

y mamíferos), que no se ha observado en el caso del ADN nuclear (Pamplona & Barja, 

2003). Además los niveles de daño oxidativo en el ADN mitocondrial son mayores que en 

el ADN nuclear de corazón y de cerebro de 11 especies distintas de aves y mamíferos 

(Herrero & Barja, 1999; Barja & Herrero, 2000), así como de hígado de rata (Richter et al, 

1988). Por último, la restricción dietética a largo plazo produce una disminución de los 

niveles de daño oxidativo en el ADN mitocondrial cardiaco, pero no en el ADN nuclear 

(Gredilla et al, 2001a; Lopez-Torres et al, 2002). Por todas estas razones, y a pesar de que 

tanto el ADN mitocondrial como el nuclear son sensibles al ataque oxidativo por radicales 
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libres, se considera que el daño al primero va a resultar determinante en el envejecimiento 

(Miquel, 1991). Además al carecer de intrones, este ADN posee una mayor densidad de 

información en su cadena, por lo que es muy probable que cualquier mutación afecte a la 

funcionalidad de los genes codificados en él. 

 

 

 
 
Figura 13: Relación entre la longevidad máxima (MLSP) y el daño oxidativo al ADNmt 
(ADNmt), medido como 8oxodG x 105/dG, en el corazón de diversas especies de mamíferos 
(Barja & Herrero, 2000; Barja, 2004b). 

 

El ADN mitocondrial presenta unos niveles de daño oxidativo unas 10 veces 

superiores a los del ADN nuclear (Richter et al, 1988; Barja & Herrero, 2000; Hamilton et al, 

2001; Gredilla et al, 2001a). Este hecho se justifica porque el ADN mitocondrial no esta 

protegido por histonas (Richter, 1995) y además se localiza junto a la cadena de transporte 

electrónico, que es la fuente más importante de radicales libres en células sanas, lo que 

probablemente limite mucho la acción de los antioxidantes (Perez-Campo et al, 1998). Por 

otro lado, parece que el ADN mitocondrial forma complejos con la membrana interna 

(Albring et al ,1977), que es muy rica en ácidos grasos insaturados y muy sensible al daño 

oxidativo, por lo que puede llegar a afectar a dicho ADN. 

 

Los radicales libres pueden contribuir a la acumulación tanto de mutaciones 

puntuales como de grandes deleciones, que tiene lugar en el ADN mitocondrial durante el 

envejecimiento (Miquel et al, 1980; Crott et al, 2005; Sato et al, 2007). Esta acumulación de 
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mutaciones podría llevar a la deficiencia bioenergética, la cual podría ser una de las causas 

del envejecimiento. Según este modelo la mitocondria sería tanto la fuente del daño 

oxidativo como su objetivo final. La acumulación tanto de mutaciones puntuales como de 

grandes delecciones tiene lugar en el ADN mitcondrial a lo largo del proceso de 

envejecimiento (Sato et al, 2007). Sin embargo, parece haber numerosas dificultades para 

establecer una conexión entre la mutaciones en el ADN mitocondrial con el 

envejecimiento. 

 

Como existen numerosas copias de ADN mitocondrial por célula, solo se 

comprometerían las funciones mitocondriales cuando la mayor parte de estas copias 

estuvieran mutadas. Se ha observado que existe una expansión clonal de las copias del 

ADN mitocondrial con deleciones, que puede provocar que las células lleguen a ser 

homoplásmicas para este ADN mitocondrial mutado (Kraytsberg et al, 2003). Sin embargo, 

parece que la proporción de células con ADN mitocondrial mutado en los tejidos vitales 

de animales viejos es muy baja (Falkenberg et al, 2007). Así pues, aunque las células 

deficitarias en mitocondrias tienden a concentrarse, sólo lo hacen en pequeñas áreas de 

tejidos como el cerebro (Soong et al., 1992; Corral-Debrinski et al, 1992) y el músculo 

esquelético (Lee et al, 1998; Wanagat et al, 2001). 

 

Como no está claro como una pequeña cantidad de células con su ADN 

mitocondrial mutado puede ser responsable del proceso de envejecimiento, se ha 

propuesto que las mutaciones en dicho ADN mitocondrial en células viejas representan 

sólo “la punta del iceberg” y una cantidad mucho mayor queda aún por ser descubierta 

(Kukat & Trifunovic, 2008), sin embargo no hay evidencias que apoyen esta posibilidad. 

 

El problema de la conexión de las mutaciones del ADN mitocondrial con el 

envejecimiento podría ser resuelto, al menos parcialmente, con un cambio en el enfoque 

actual. Más del 99 % de los genes residen en el núcleo y, por consiguiente, es su alteración 

la que potencialmente puede tener una influencia más profunda en el proceso de 

envejecimiento.  Los radicales libres producidos por la mitocondria pueden modificar las 

bases del ADN mitocondrial, pero también tienen la capacidad de generar fragmentos de 

este ADN. Este hecho se confirma con el hallazgo de fragmentos de ADN altamente 

oxidado en mitocondrias aisladas de hígado de rata (Suter & Richter, 1999). Se ha 

propuesto que estos fragmentos de ADN podrían llegar a escapar de la mitocondria para 
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ser posteriormente integrados en el genoma nuclear (Richter, 1988). Esta acumulación de 

fragmentos de ADN mitocondrial en el núcleo que se produciría a lo largo del tiempo, 

podría cambiar la información codificada en el mismo ADN nuclear y, consecuentemente, 

contribuir a la formación de células tumorales y al proceso de envejecimiento (Richter, 

1988). 

 

Por otro lado, se sabe que la transferencia de secuencias de ADN mitocondrial al 

núcleo ha ocurrido repetidamente durante la evolución de los eucariotas (Blanchard & 

Lynch, 2000) y además, se han encontrado fragmentos de ADN mitocondrial dentro del 

genoma nuclear de diversas especies como arabidopsis, maiz, arroz, levadura, algunas 

especies de insectos o, incluso en humanos (Gellisen et al, 1983; Shay & Werbin, 1992; 

Juretic, 1995; Martin, 2003; Lough et al, 2008). Si un proceso similar ocurriera en células 

somáticas a lo largo de la vida del individuo, la acumulación de fragmentos de ADN 

mitocondrial en el núcleo podría alterar la información codificada en el ADN nuclear, y 

por consiguiente podría contribuir al proceso de envejecimiento (Richter, 1988). En este 

modelo las células no tendrían mutadas la mayoría de sus copias de ADN mitocondrial; sin 

embargo, podrían presentar mutaciones en el ADN nuclear debido a la continua inserción 

de fragmentos de ADN en el genoma nuclear a lo largo de la vida. Como para que tenga 

lugar la generación mitocondrial de radicales libres es necesaria una cadena respiratoria 

intacta, en este proceso participarían la gran mayoría de las células de los tejidos, lo que 

podría tener importantes implicaciones para el envejecimiento. 

 

En este modelo la mitocondria sería el origen del problema porque genera los 

radicales libres y los fragmentos de ADN mitocondrial, mientras que el núcleo, que 

contiene la gran mayoría de los genes celulares, sería la diana principal. 

 

 

5.2.- Daño oxidativo a lípidos 
 

El daño oxidativo a los lípidos se traduce en procesos de peroxidación lipídica. La 

peroxidación lipídica fue el primer tipo de daño oxidativo a macromoléculas que se 

observó y es un proceso en el que se pueden diferenciar tres etapas: iniciación, 

propagación y terminación (figura 14). 

 



Introducción 
 

 
36 

LH L· LOO· LOOH LO· LOH

OH· H O2 LH L·O2 Fragmentación
Formación de aldehidos 

como el MDA

INICIACIÓN PROPAGACIÓN TERMINACIÓN

 
Figura 14: Reacciones principales que se producen en la peroxidación lipídica. LH = lípido 
intacto; L· = Radical lipídico alquil; LOO· = radical lipídico peroxil; LOOH = hidroperóxido 
lipídico; LO· = radical lipídico alcoxil; LOH = hidróxido lipídico. 

 

En la etapa de iniciación se produce la extracción de un electrón de un átomo de 

carbono adyacente a un doble enlace, de forma que el ácido graso se transforma en un 

radical alquil (L·). 

 

Los radicales alquil pueden llegar a formar enlaces cruzados intra o inter moleculares, 

aunque lo más habitual es que reaccionen con el oxígeno generando el radical peroxilo 

(LOO·). Estos radicales alquil y peroxil son los productos iniciales de la oxidación de los 

ácidos grasos (Marnett, 1999) que tiende a estabilizarse mediante un reordenamiento 

electrónico que origina un dieno conjugado. Debido a la gran cantidad de dobles enlaces 

que presentan los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA, PolyUnsaturated Faty Acid), estos 

ácidos grasos son los más sensibles al ataque de los radicales libres. Las membranas que 

contienen gran cantidad de PUFA son muy frágiles frente a la acción de los radicales libres. 

Existen varios radicales libres capaces de iniciar la peroxidación lipídica. La especie reactiva 

más importante en el inicio de la peroxidación lipídica es el radical hidroxilo (OH·), que es 

altamente reactivo y al carecer de carga puede difundir más fácilmente hacia el interior de 

las membranas biológicas (Bielski et al, 1983; de Grey, 2002). Tanto el radical superóxido 

como el peróxido de hidrogeno no son capaces de iniciar la peroxidación lipídica por si 

solos, pero en presencia de metales de transición, como el hierro y el cobre, pueden llegar a 

generar radicales hidroxilo que si son capaces de iniciar dicha peroxidación. Otras especies 

reactivas como el ozono, el oxígeno singlete y los radicales halogenados, también pueden 

participar en la iniciación de la peroxidación lipídica. 

 

En la etapa de propagación, el radical peroxilo (LOO·) se transforma en un 

hidroperóxido lipídico (LOOH) reaccionando habitualmente con el doble enlace de un 
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ácido graso adyacente, que a su vez se trasforma en un radical alquilo (Marnett, 1999). De 

esta forma genera daño oxidativo en una gran cantidad de moléculas a partir de un solo 

ácido graso alterado en la etapa de iniciación. Los hidroperóxidos (LOOH) son 

relativamente estables y pueden ser eliminados mediante la acción de las glutation 

peroxidasas o por su reacción con la vitamina E (Okuyama et al, 1997). Sin embargo, en 

presencia de metales de transición pueden sufrir una reacción análoga a la de Fenton que 

permite la formación de compuestos cíclicos denominados endoperóxidos, los cuales al 

descomponerse forman diferentes aldehídos, como el malondialdehído (MDA), capaces de 

dañar a otras macromoléculas, como proteínas y ADN. Tradicionalmente el MDA ha sido 

utilizado como biomarcador de peroxidación lipídica porque se valora fácilmente mediante 

su reacción con el ácido tiobarbitúrico para formar un compuesto que presenta 

absorbancia a una longitud de onda característica (Mihara & Uchiyama, 1978). 

 

En la etapa de finalización o terminación la especie reactiva de ácido graso puede 

reaccionar con radicales contiguos dando lugar a puentes cruzados (L-L), puede reaccionar 

con metales de transición (como el hierro y el cobre) generando nuevas especies de 

radicales libres o bien puede fragmentarse originando aldehídos como el MDA o el          

4-Hidroxinonenal (4-HNE), que a su vez pueden reaccionar con otras moléculas 

generando productos secundarios (Barja, 1997) que, pueden causar daños a otras 

macromoléculas, como el  ADN  y las proteínas. 

 

El proceso de peroxidación lipídica puede alterar las membranas biológicas 

provocando un incremento del orden y viscosidad de las mismas y un descenso de su 

resistencia eléctrica. También facilita el intercambio de fosfolípidos entre las dos 

monocapas y aumenta los entrecruzamientos con proteínas, lo que disminuye la movilidad 

de estas últimas (Richter, 1987). Si se propagan en exceso, las reacciones de peroxidación 

lipídica pueden llegar a destruir las membranas biológicas. 

 

La composición de ácidos grasos de las membranas celulares juega un papel muy 

importante en la peroxidación lipídica. Así, un menor grado de insaturación de los ácidos 

grasos de las membranas resultaría en una disminución de su sensibilidad a la peroxidación 

lipídica (Pamplona & Barja, 2007). De acuerdo con esto, se ha visto que los animales 

longevos, tienen un menor grado de insaturación de sus ácidos grasos que los de vida corta. 
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El índice de dobles enlaces (DBI, Double Bond Index) hace referencia al grado de 

insaturación de los lípidos de membrana. Se ha descrito que las aves, cuya longevidad es 

mayor que la de los mamíferos, presentan un índice de dobles enlaces menor que los 

mamíferos con un tamaño corporal semejante (Pamplona et al, 1996; 1999a,b). 

Posteriormente, se descubrió una correlación negativa entre el índice de dobles enlaces y la 

longevidad máxima (Pamplona et al, 2002a; Pamplona & Barja, 2003; Hulbert, 2005, Sanz et 

al, 2006d; Hulbert et al, 2007), de forma que los animales pertenecientes a especies 

longevas tienen un índice de dobles enlaces menor que los pertenecientes a especies de 

vida corta (figura 15). 

 

 
 
Figura 15: Relación entre la longevidad máxima (MLSP) y el índice de dobles enlaces (DBI) en 
los fosfolípidos de corazón de 8 especies de mamíferos (Pamplona et al, 2000a).  

 

El bajo índice de dobles enlaces que presentan los animales longevos se debe a una 

redistribución entre los tipos de ácidos grasos poliinsaturados y no por la reducción de la 

cantidad total de los mismos. Esto representa una estrategia óptima ya que puede reducir la 

sensibilidad de las membranas a la peroxidación lipídica alterando poco a las propiedades 

de fluidez y microviscosidad que afectan de forma crítica a la función de las proteínas de 

membrana (Pamplona & Barja, 2007). 

 

La redistribución en los tipos de ácidos grasos poliinsaturados que genera el 

descenso del DBI en las especies longevas se produce por una baja actividad de las 

desaturasas δ-5 y δ-6 (Pamplona et al 1998; 1999a,b; 2002a), que son necesarias en las 

reacciones de síntesis de ácidos grasos altamente insaturados como el ácido araquidónico o 

el ácido docoexanóico (Cook, 1996). 
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5.3.- Daño oxidativo a proteínas 
 

Existen diversos procesos mediante los cuales se puede generar daño oxidativo a 

proteínas, entre los que se encuentran la formación de grupos carbonilo, las reacciones con 

aldehídos, la oxidación de grupos sulfidrilo, el entrecruzamiento proteína-proteína o 

proteína-ADN, la fragmentación de proteínas y la conversión de unos aminoácidos en 

otros (Beckman & Ames, 1998). 

 

No todas las proteínas tienen la misma susceptibilidad a ser objeto de oxidación. 

Ésta viene determinada por distintos factores, como el peso molecular, la velocidad a la 

que son degradadas, la conformación espacial que adoptan los aminoácidos, y la presencia 

de centros ferrosulfurados, de regiones de unión a metales, o de aminoácidos susceptibles 

a la oxidación (Agarwal & Sohal, 1995; Jana et al, 2001; Requena et al, 2001). 

 

Tampoco todos los aminoácidos presentan la misma sensibilidad a la oxidación, de 

forma que los residuos con más tendencia a ser modificados son la cisteína, la tirosina y la 

metionina (Dean et al, 1997). La metionina es particularmente susceptible a ser 

alterada por diversos intermediarios reactivos, de modo que al aumentar su 

presencia en las proteínas, también se incrementa la sensibilidad de las mismas al 

estrés oxidativo (Stadtman et al, 2003). 

 

La oxidación de la metionina puede producir la formación de metionina-sulfóxido en 

las proteínas, que es capaz de afectar a la actividad biológica de las mismas (Carp et al, 

1982; Ciorba et al, 1997). La metionina-sulfóxido puede revertir a metionina por la acción 

de la enzima metionina-sulfóxido reductasa en una reacción dependiente de tiorredoxina. 

Los ratones knockout para la metionina-sulfóxido reductasa ven incrementados sus niveles 

de estrés oxidativo y reducida su longevidad (Moskovitz et al, 2001), lo que indica la gran 

importancia de la reparación de los residuos de metionina alterados en relación con el 

envejecimiento. 

 

Se ha observado que el contenido en metionina de las proteínas de diversas especies 

de mamíferos correlaciona con la longevidad máxima (figura 16), por lo que las proteínas 

de especies longevas son menos sensibles a la modificación oxidativa que las de  especies 

de vida corta (Ruiz et al, 2005; Pamplona & Barja, 2006; Lopez-Torres & Barja, 2008b). 
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Figura 16: Relación entre la longevidad máxima (MLSP) en años y el contenido en metionina 
(%) en proteínas de corazón de 8 especies de mamíferos (Pamplona & Barja, 2006).  

 

Tradicionalmente uno de los marcadores más utilizados en la cuantificación de daño 

a proteínas han sido los grupos carbonilos ya que sus niveles se incrementan en el 

transcurso de numerosos procesos degenerativos, entre los que se encuentra el 

envejecimiento (Levine, 2002). Sin embargo, no debemos olvidar que estos carbonilos sólo 

representan una fracción de los aminoácidos dañados oxidatívamente, y sus niveles pueden 

subestimar la extensión del daño oxidativo (Requena et al, 2001). 

 

Es importante utilizar marcadores de daño a proteínas más específicos, como los 

semialdehídos glutámico (GSA) y aminoadípico (AASA), que resultan de la oxidación de 

poliarginina y poliprolina (para el caso del GSA), o de polilisina (para el caso del AASA). 

Estos dos marcadores constituyen la mayoría de los carbonilos proteicos generados en el 

hígado de roedores por la oxidación proteica catalizada por metales (Requena et al, 2001). 

 

El daño oxidativo a proteínas se puede producir por la interacción de las mismas con 

otras macromoléculas oxidadas. Los aldehídos como el MDA y el 4-HNE, que surgen de 

la oxidación de lípidos, también pueden dañar las proteínas uniéndose al grupo amino de la 

lisina, al grupo sulfidrilo de la cisteína o al grupo imidazol de la histidina, e interaccionando 

con otras especies reactivas como el radical alcoxilo y el radical peroxilo (Refsgaard et al, 

2000). Estas reacciones generan compuestos como la Nε-(Carboximetil) lisina (CML) que 

es un producto de procesos de lipoperoxidación o glicoxilación, la Nε-(Carboxietil) lisina 

(CEL) que es un producto de procesos de glicoxilación, y la Nε-(Malondialdehido) lisina 
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(MDAL) un producto de lipoxidación que se produce como derivado en las reacciones con 

MDA, que también pueden servir de indicadores específicos de daño oxidativo a proteínas 

in vivo (Pamplona et al, 1998). 

 

Se han descrito unos niveles menores de MDAL y CML en proteínas mitocondriales 

cardiacas en aquellos mamíferos y aves que tienen también un bajo DBI y que además 

presentan elevadas longevidades máximas (Pamplona et al, 1999a). Esto puede ser debido a 

que la composición de fosfolípidos de membrana modula la susceptibilidad de las 

proteínas a sufrir daño oxidativo y lipoxidativo (Pamplona el al, 2004). Como existe una 

correlación negativa entre la longevidad máxima y el grado de insaturación de los ácidos 

grasos en diversas especies de mamíferos (Pamplona & Barja, 2003), los niveles de MDAL 

y CML serán menores en especies longevas que en especies de vida corta. 

 

 

6.- RESTRICIÓN DIETÉTICA, ESTRÉS OXIDATIVO Y 

ENVEJECIMIENTO 
 

En la tercera década del siglo XX se demostró que la restricción dietética a largo 

plazo era capaz de incrementar la longevidad en roedores de laboratorio (McCay et al, 

1935), de forma que una reducción de la ingesta de un 40 % incrementaba su longevidad 

máxima entre un 25 y un 50 % (Knight, 1995; Everitt et al, 2005). Actualmente, la 

restricción dietética o restricción calórica es la manipulación experimental mejor estudiada, 

capaz de incrementar la longevidad máxima en los homeotermos (McCay et al, 1935; 

Masoro & Austad, 1996; Sohal & Weindruch, 1996; Yu, 1996; Lee et al, 2004). 

 

Posteriormente numerosas investigaciones han demostrado que la restricción 

dietética es capaz de reducir la producción mitocondrial de radicales libres (Sohal et al, 

1994; Sohal & Weindruch, 1996; Gredilla et al, 2001a,b; Barja, 2002a; Drew et al, 2003; 

Bevilacqua et al, 2004; Judge et al, 2004; Gredilla & Barja, 2005) indicando un incremento 

de la eficiencia de la cadena de transporte electrónico, lo que apoyaría la teoría de 

envejecimiento por radicales libres. Algunos estudios indican que esta disminución tiene 

lugar exclusivamente a nivel de complejo I en roedores (Gredilla et al, 2001b; Lopez-Torres 

et al, 2002). 
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La restricción dietética también es capaz de reducir el daño oxidativo al ADN 

mitocondrial (Qu et al, 2000; Gredilla et al, 2001a,b; Lopez-Torres et al, 2002; Sanz et al, 

2005). Además el tratamiento puede disminuir los niveles de distintos marcadores de daño 

oxidativo (GSA y AASA), lipoxidativo (CML y CEL) y glicoxidativo (CML y MDAL) a 

proteínas (Pamplona et al, 2002b,c). 

 

Existen pocos estudios sobre los efectos de esta manipulación en el ser humano. 

Esta escasez de estudios se debe a que las personas deben mantener su ritmo normal de 

vida, por lo que dichos estudios son muy complicados de realizar (Pamplona, 2009). Los 

datos que se manejan actualmente indican que la restricción dietética en humanos es 

beneficiosa porque reduce el riesgo de aterosclerosis (Fontana et al, 2004), incrementa la 

biogénesis mitocondrial en músculo (Civitarese et al, 2007), tiene efectos beneficiosos en la 

función cardíaca (Meyer et al, 2006) y disminuye tanto el daño oxidativo al ADN 

(Heilbronn et al, 2006) como los niveles plasmáticos de factores de crecimiento, hormonas 

anabólicas y citoquinas inflamatorias asociadas al riesgo de cáncer (Fontana et al, 2006; 

Heilbronn et al, 2006). Además tiene efectos beneficiosos en la memoria de ancianos (Witte 

et al, 2009), mejora la tolerancia a la glucosa y la acción de la insulina (Weiss et al, 2006). 

 

Sin embargo, la aplicación de la restricción dietética a poblaciones humanas es muy 

problemática por la dificultad para cambiar los hábitos alimenticios, el alto riesgo de 

malnutrición y la disminución de la resistencia al estrés producido por las condiciones 

normales de vida (Pamplona & Barja, 2007). Afortunadamente existen otro tipo de 

manipulaciones de la dieta capaces de modificar la longevidad máxima. 

 

La hipótesis tradicional afirma que los efectos de la restricción dietética se deben a la 

reducción en la ingesta de calorías (Masoro et al, 1991). Sin embargo, la restricción de 

proteínas puede incrementar de forma significativa la longevidad máxima en roedores 

(Leto et al, 1976), mientras que ni la restricción de hidratos de carbono (Khorakova et al, 

1990) ni la restricción de lípidos (Iwasaki et al, 1988; Shimokawa et al, 1996) parecen ser 

capaces se modificar la longevidad de los mismos. Esta restricción de proteínas sería 

responsable de alrededor de un 50 % del incremento en la longevidad máxima producido 

por la restricción dietética (Pamplona & Barja, 2006, 2007). 
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Al igual que la restricción dietética, la restricción de proteínas también es capaz de 

disminuir la producción mitocondrial de radicales libres a nivel de complejo I y el daño 

oxidativo al ADN mitocondrial en hígado de rata (Sanz et al, 2004; Gomez et al, 2007). Sin 

embargo, ni la restricción de lípidos (Sanz et al, 2006b) ni de hidratos de carbono (Sanz et al, 

2006c) son capaces de producir estos efectos. 

 

Profundizando en estos estudios de restricción se ha comprobado que la restricción 

de un único aminoácido, la metionina, es capaz de incrementar la longevidad media y 

máxima en roedores (Orentreich et al, 1993; Richie et al, 1994; Zimmerman et al, 2003; 

Miller et al, 2005; Sun et al, 2009) e insectos (Troen et al, 2007). Los estudios de restricción 

de metionina parecen indicar que ésta es la responsable de la totalidad del incremento de 

longevidad máxima producido por la restricción de proteínas y alrededor de un 50 % del 

producido por la restricción dietética (Pamplona & Barja, 2007). 

 

Al igual que sucede en la restricción de dieta y de proteínas, la restricción de 

metionina  en la dieta es capaz de reducir, tanto la producción mitocondrial de radicales 

libres a nivel del complejo I, como el daño oxidativo sobre el ADN mitocondrial y las 

proteínas en hígado (Sanz et al, 2006a; Caro et al, 2008), en cerebro y en riñón de rata (Caro 

et al, 2009). El tratamiento puede producir un descenso de los niveles tanto del complejo I 

como del factor inductor de la apoptosis en la mitocondria, lo que explicaría el efecto 

sobre la producción mitocondrial de radicales libres (Sanz et al, 2006a; Caro et al, 2008; 

2009). 

 

La restricción de metionina sería responsable del 100 % de la reducción en la 

producción mitocondrial de radicales libres y del estrés oxidativo que ocurre durante la 

restricción proteica y dietética, mientras que sólo lo sería de la mitad del incremento de 

longevidad que se produce por dicha modificación experimental (Pamplona & Barja, 2007). 

Por lo tanto, la metionina parece ser el factor determinante del efecto de la restricción de 

dieta sobre la disminución de la generación mitocondrial de ROS y el estrés oxidativo 

(Gredilla & Barja, 2005; Pamplona & Barja, 2007; Lopez-Torres & Barja, 2008a).  

 

La restricción de metionina también sería capaz de producir otros efectos 

beneficiosos en roedores como retrasar el desarrollo de cataratas, minimizar los cambios 

en células T asociados a la edad, reducir los niveles de glucosa, insulina e IGF-I en plasma, 
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evitar total o parcialmente los incrementos de los niveles de colesterol y triglicéridos 

asociados a la edad, así como disminuir en un 40 % los niveles de grasa visceral en 

roedores (Miller et al, 2005; Malloy et al, 2006). De este modo, parece que la restricción de 

metionina es responsable de gran parte de los efectos beneficiosos que produce la 

restricción dietética. 

 

Es posible que parte de los efectos de la restricción dietética sobre la longevidad 

(concretamente los mediados por daño oxidativo) se deban a la reducción del consumo de 

determinados componentes de la dieta como la metionina, que parece ser uno de los 

componentes con mayor relevancia sobre el incremento de la longevidad (Pamplona & 

Barja, 2007; Lopez-Torres & Barja, 2008a). 

 

 

7.- LA METIONINA Y SUS METABOLITOS 
 

La metionina es un maninoácido neutro, sulfurado, esencial para los mamíferos, 

importante para las reacciones de metilación y precursor tanto de la cisteína como de la 

síntesis proteica (figura 17). 

 
 

 
 
Figura 17: Estructura de la metionina, de SAM, de SAH y de homocisteína.  
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Bajo condiciones fisiológicas normales, la vía de transulfuración es prácticamente  la 

única vía del catabolismo de la metionina. La transulfuración consiste en la transferencia 

del grupo tiol desde la metionina a la serina para formar cisteína (Rao et al, 1990). A 

continuación, esta cisteína se cataboliza generando como productos finales sulfato y 

taurina, que posteriormente son excretados en la orina. 

 

Durante el catabolismo de la metionina se generan diversos metabolitos 

intermediarios. La metionina se combina con el ATP por la acción de la metionina 

adenosil transferasa para formar S-adenosilmetionina (SAM). Este metabolito dona un 

grupo metilo por la acción de las metil transferasas generando S-adenosilhomocisteína 

(SAH) en el proceso. A continuación, la SAH se hidroliza por la homocisteína adenosil 

hidrolasa liberando adenosina y homocisteína en el proceso (figura 17, 18). La 

homocisteína es el metabolito que se combinará con la serina para acabar generando 

cisteína. Así pues, cuando se incrementa la concentración de metionina, también pueden 

elevarse los niveles de estos  metabolitos (Regina et al, 1993). 

 
 

 
 
Figura 18: Metabolismo de la metionina. 

 

Como ya hemos indicado la metionina adenosil transferasa cataliza la primera 

reacción de la vía de degradación de la metionina. Esta enzima presenta varias isoformas 

que se pueden clasificar en específicas y no específicas del hígado (Chou, 2000). La 
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metionina adenosil transferasa no específica del hígado posee una baja Km por su sustrato 

(metionina) y es inhibida fuertemente por su producto (SAM). Así pues, esta isoforma 

funcionaría a su velocidad máxima constantemente y no se vería afectada por el 

incremento de la concentración de metionina. Sin embargo, la metionina adenosil 

transferasa específica del hígado predominante presenta una Km alta por su sustrato y una 

modulación positiva por su producto. De este modo, esta isoforma es capaz de reducir 

eficientemente los niveles de metionina cuando dicho aminoácido se encuentra en exceso. 

Por esta razón, se cree que el hígado juega un papel central en el metabolismo de la 

metionina (Stipanuk, 2004). 

 

La SAM es un importante donador de grupos metilo y por lo tanto es necesaria para 

numerosas reacciones de metilación como, la síntesis de creatinina, de adrenalina, y de 

melatonina, entre otras. Por su parte, la homocisteína es una molécula con un grupo tiol 

libre que se oxida fácilmente generando puentes disulfuro intra e inter-proteicos, con lo 

que puede generar daño en las proteínas. 

 

Los niveles de homocisteína y cisteína se mantienen bajos en los tejidos gracias a 

varios mecanismos. Existen dos vías de remetilación que vuelven a generar metionina a 

partir de homocisteína. La primera vía utiliza el metil-tetrahidrofolato (Metil-THF) que 

cede su grupo metilo a la homocisteína por la acción de la metionina sintetasa. La 

suplementación en la dieta con ácido fólico (vitamina B-11) o con cobalamina (vitamina B-

12) es capaz de activar esta vía, que tiene lugar en todas las células del organismo y es muy 

efectiva para reducir la concentración de homocisteína (Melse-Boonstra et al, 2005). La 

segunda vía utiliza la betaína como donador de grupos metilos. La acción de la betaína-

homocisteína metiltransferasa (BHMT) convierte la betaína en dimetilglicina y cede el 

grupo metilo resultante a la homocisteína transformándola en metionina. Así pues, el 

incremento de la concentración de betaína, ya sea por medios endógenos (oxidación de 

colina a betaína) o por medios exógenos (suplementación en la dieta), es capaz de 

disminuir la concentración plasmática de homocisteína (Zeisel et al, 2003). La betaína-

homocisteína metiltransferasa sólo se expresa en hígado y en riñón, por lo que esta vía 

únicamente tiene lugar en estos órganos (Garrow, 2001). 

 

El exceso de metionina en la dieta produce una toxicidad mayor que cualquier otro 

aminoácido (Harper et al, 1970). Entre los efectos adversos que produce la suplementación 
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de metionina se encuentran el incremento de los niveles plasmáticos de hidroperóxidos 

(Hidiroglou et al, 2004), la hipercolesterolemia (Troen et al, 2003; Hidiroglou et al, 2004), la 

anemia (Yokota et al, 1978), el retraso en el crecimiento (Benevenga et al, 1976) y el daño 

tanto renal (Kumagai et al, 2002) como esplénico (Benevenga et al, 1976). Además genera la 

alteración de los niveles de enzimas antioxidantes y el incremento de la peroxidación 

lipídica en el hígado lo que puede conducir a la hepatotoxicidad (Lynch & Strain, 1989; 

Toborek et al, 1996; Mori & Hirayama, 2000; Park et al, 2008). 

 

Existen evidencias de que la propia metionina es responsable de algunos de los 

efectos adversos producidos por el exceso de este aminoácido en la dieta (Harper et al, 

1970; Troen et al, 2007). Sin embargo, la suplementación de metionina es capaz de 

incrementar los niveles plasmáticos de homocisteína (Hidiroglou et al, 2004), lo que puede 

inducir tanto aterosclerosis (Matthias el al, 1996; Troen et al, 2003) como hipertensión 

(Robin et al, 2004). La elevación de los niveles de homocisteína en plasma también puede 

acelerar el envejecimiento del sistema vascular (Fau et al, 1998) y posiblemente del cerebro 

(Ho el al, 2001; Algaidi el al, 2006; Tyagi et al, 2009). 
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 La restricción dietética es la manipulación experimental mejor conocida capaz de 

incrementar la longevidad máxima. Esta manipulación también reduce la producción 

mitocodrial de radicales libres y retrasa el envejecimiento en animales. Parece que la 

restricción de calorías en si mismas no es responsable del incremento en longevidad 

máxima y de la reducción de la producción de radicales libres, ya que la restricción de 

ciertos componentes de la dieta (las proteínas) también es capaz de producir estos efectos. 

Es más, la restricción de un único aminoácido, la metionina, puede incrementar la 

longevidad máxima, retrasar la aparición de enfermedades asociadas al envejecimiento y 

reducir tanto la producción mitocondrial de radicales libres de oxígeno como el estrés 

oxidativo. 

 

El contenido de metionina en las dietas occidentales excede la cantidad diaria 

recomendada, por lo que dichas poblaciones están sometidas a suplementación de 

metionina. La suplementación de metionina genera una gran toxicidad y causa daño en 

diferentes órganos, sin embargo se desconoce el mecanismo por el cual se generan los 

efectos adversos. Además se desconoce si la suplementación de metionina es capaz de 

producir los efectos contrarios a la restricción de metionina. Por todo ello, como primer 

objetivo nos propusimos determinar si la suplementación de metionina a largo plazo en la 

dieta incrementa la producción mitocondrial de radicales libres y el estrés oxidativo, para lo 

cual utilizamos una dieta suplemementada con un 2,5 % de metionina durante 7 semanas. 

Seleccionamos como órganos de estudio el hígado, por ser un órgano muy sensible a 

cambios metabólicos y nutricionales, por su relevancia en el metabolismo de la metionina y 

por ser uno de los órganos más afectados por el exceso de este aminoácido en la dieta; el 

corazón, por ser un órgano postmitótico y centro del sistema vascular, el cual es afectado 

gravemente por la suplementación de metionina; el cerebro, porque es un órgano clave en 

el proceso de envejecimiento y por ser rico en células postmitóticas y especialmente 

sensible al estrés oxidativo; y por último el riñón, por resultar gravemente dañado por el 

exceso de metionina y porque el deterioro de la función renal es característico del 

envejecimiento. 

 

Profundizando en este primer objetivo, analizamos además de la tasa de producción 

mitocondrial de radicales libres, su localización en la cadena de transporte electrónico 

mediante la utilización de distintos sustratos e inhibidores específicos de distintas secciones 

de la cadena respiratoria, el consumo de oxígeno y la fuga porcentual de radicales. El 
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análisis de la cantidad de los distintos complejos mitocondriales así como del factor 

inductor de la apoptosis nos permite aclarar los mecanismos por los que se puede alterar  

la producción de radicales libres. 

 

El daño oxidativo al ADN, principalmente mitocondrial, y aunque en menor medida, 

también a proteínas, juega un papel relevante en relación con el envejecimiento y por esta 

razón estos parámetros fueron incluidos en el estudio. 

 

El grado de instauración de los ácidos grasos es otro parámetro que correlaciona el 

estrés oxidativo con la longevidad y por ello decidimos comprobar si la suplementación 

con metionina es capaz de modificar la composición de ácidos grasos de membrana y por 

consiguiente su susceptibilidad al ataque oxidativo. 

 

Además el exceso de metionina puede producir modificaciones en las vías catabólicas 

de este aminoácido. Esta alteración podría conducir a una variación de los niveles de  

metionina y sus metabolitos, que también fueron incluidos en el estudio 

 

Con los resultados del primer objetivo y para aclarar si el efecto sobre la generación 

mitocondrial de radicales libres se produce por interacción directa de la metionina con la 

mitocondria o si es el resultado de una cadena de acontecimientos desencadenados por la 

acción de este aminoácido, nos planteamos como segundo objetivo, el estudio del efecto 

in vitro de distintas concentraciones fisiológicas de metionina, S-adenosilmetionina,           

S-adenosilhomocisteína y de homocisteína sobre la producción de radicales libres en las 

mitocondrias de los cuatro órganos estudiados en el primer objetivo. 

 

Los radicales libres tienen la capacidad de generar fragmentos de ADN mitocondrial. 

Se ha propuesto que estos fragmentos serían capaces llegar al núcleo e integrarse en el 

ADN de este orgánulo. Por ello, como tercer objetivo nos propusimos detectar 

secuencias de ADN mitocondrial en el ADN nuclear de hepatocitos de rata y determinar si 

su presencia se incrementa con la edad, ya que la acumulación de fragmentos de ADN 

mitocondrial en el ADN nuclear podría alterar la información codificada en este último, lo 

que podría contribuir a la formación de células tumorales y al proceso de envejecimiento. 
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1.- DISEÑO EXPERIMENTAL 
 

1.1.- Suplementación de metionina 
 

1.1.1.- Suplementación de metionina en la dieta a largo plazo 

 

En este estudio se utilizaron 16 ratas Wistar (Rattus norvegicus) macho de 7 semanas de 

edad al inicio del tratamiento y repartidas de forma aleatoria en 2 grupos (figura 19): 

 

a.- Grupo control alimentado con una dieta de crecimiento para roedores AIN 93G 

en la que la metionina estaba presente al 0,86 % (tabla 1). 

 

b.- Grupo suplementado en metionina (MetSup) alimentado con una dieta en la 

que la metionina estaba presente al 2,5 % (tabla 1). 

 

Tabla 1: Composición detallada (g/100 g) de las dietas semipurificadas, control y suplementada 
en metionina (MetSup) preparadas por MP biochemicals y utilizadas en el experimento de 
suplementación de metionina en dieta. 

 
Componente Control MetSup 
L-Arginina     1,12     1,101 
L-Lisina     1,44     1,416 
L-Histidina     0,33     0,325 
L-Leucina     1,11     1,092 
L-Isoleucina     0,82     0,806 
L-Valina     0,82     0,806 
L-Treonina     0,82     0,806 
L-Triptófano     0,18     0,177 
L-Metionina     0,86     2,50 
L-Glutamato     2,70     2,655 
L-Fenilalanina     1,16     1,141 
L-Glicina     2,33     2,291 
Dextrina     5     4,917 
Almidón de maíz   43,61   42,900 
Sacarosa   20   19,670 
Celulosa     5     4,917 
Colina bitrato     0,2     0,197 
Mezcla de vitaminas (AIN)     1     0,983 
Mezcla de minerales (AIN)     3,5     3,442 
Aceite de maiz     8     7,868 
Total (% en peso) 100 100 
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Figura 19: Diseño experimental del estudio del efecto de la suplementación de metionina en la 
dieta a largo plazo. 

 

Los tratamientos se mantuvieron durante 7 semanas y se controló semanalmente el 

peso de los animales. El suministro de agua se realizó ad libitum mientras que el de comida 

se ajustó diariamente para que no hubiera diferencias entre grupos, de modo que se pesó la 

comida consumida por los animales del grupo MetSup y se suministró esta misma cantidad 
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a los animales del grupo control (pair feeding). Al final de los tratamientos se sacrificó a los 

animales, tras lo cual se extrajeron y pesaron los distintos órganos. 

 

Los parámetros analizados en los 4 órganos de estudio (hígado, corazón, cerebro y 

riñón) fueron los siguientes: 

 

1) Mitocondrias funcionales. 

 

 Consumo de oxígeno (VO2) mitocondrial en estado 3, estado 4 e 

índice de control respiratorio (RCI, Respiratory Control Index) 

como indicador de la funcionalidad de las mitocondrias aisladas y de su 

capacidad para producir ATP por fosforilación oxidativa. 

 Producción mitocondrial de radicales libres de oxígeno (ROS, 

Reactive Oxygen Species) y localización de los sitios donde varía la 

generación de ROS tras los tratamientos. 

 Fuga de radicales libres en porcentaje, que indica la eficiencia de la 

cadena respiratoria para evitar la producción de radicales libres cuando 

reduce univalentemente el oxigeno. 

 

2) Daño oxidativo al ADN mitocondrial mediante la cuantificación de los 

niveles de 8-hidroxi-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodG). 

 

3) Composición de ácidos grasos, medidos en % respecto de los lípidos 

totales. 

 

4) Parámetros globales que reflejan los diferentes tipos de ácidos grasos de los 

lípidos totales. 

 

 Suma de los ácidos grasos saturados (SFA, Saturated Fatty Acids). 

 Suma de los ácidos grasos insaturados (UFA, Unsaturated Fatty Acids). 

 Suma de los ácidos grasos monoinsaturados (MUFA, 

MonoUnsaturated Fatty Acids). 

 Suma de los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA, PolyUnsaturated 

Fatty Acids). 
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 Suma de los ácidos grasos poliinsaturados de la serie omega 3 

(PUFAn-3). 

 Suma de los ácidos grasos poliinsaturados de la serie omega 6 

(PUFAn-6). 

 Longitud media de la cadena de los ácidos grasos (ACL, Average 

Chain Length). 

 Índice de dobles enlaces de los ácidos grasos (DBI, Double Bound 

Index). 

 Índice de peroxidizabilidad de los ácidos grasos (PI, Peroxidizability 

Index). 

 

5) Marcadores de estrés oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo en 

proteínas. 

 

 Cuantificación del semialdehído glutámico (GSA). 

 Cuantificación del semialdehído aminoadípico (AASA). 

 Cuantificación de Nε-(carboximetil)-lisina (CML). 

 Cuantificación de Nε-(carboxietil)-lisina (CEL). 

 Cuantificación de Nε-(malondialdehído)-lisina (MDAL). 

 

6) Niveles de los distintos complejos mitocondriales de la cadena de 

transporte electrónico y del factor inductor de la apoptosis (AIF, 

Apoptosis Inducing Factor). 

 

7) Concentración de metionina, S-adenosilmetionina (SAM) y                    

S-adenosilhomocisteína (SAH) en tejido. 

 

 

1.1.2.- Suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro 

 

En este estudio se utilizaron 8 ratas Wistar (Rattus norvegicus) macho de 7 semanas de 

edad por cada órgano analizado (figura 20). El suministro de agua y comida fue ad libitum. 

En este experimento se utilizó una dieta de mantenimiento de roedores estándar en pellet, 

suministrada por Panlab. 
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Figura 20: Diseño experimental del efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos 
in vitro. 

 

En este caso, los análisis realizados en mitocondrias funcionales de los 4 órganos de 

estudio fueron los siguientes: 

 

1) Consumo de oxígeno mitocondrial en estado 3 y estado 4. 

 

2) Producción mitocondrial de radicales libres de oxígeno y localización de 

los sitios donde se modifica la generación de ROS. 

 

Ambos ensayos se realizaron en presencia de distintas concentraciones de metionina, 

SAM, SAH y homocisteína para observar su efecto. 
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Para descartar posibles interacciones con el método de detección de radicales libres 

se realizaron ensayos sin mitocondrias usando H2O2 directamente como sustrato de dicho 

sistema en presencia de metionina, SAM, SAH u homocisteína. 

 

 

1.2.- Detección de secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt) en 

el ADN nuclear (ADNn) 
 

Se utilizaron 4 ratas Wistar (Rattus norvegicus) macho adultas de 6 meses (jóvenes) y   

24 meses (viejas) de edad (figura 21). En este caso, el suministro de agua y comida fue ad 

libitum con dieta de mantenimiento de roedores en pellet suministrada por Panlab. Las ratas 

fueron sacrificadas, se extrajo el hígado y se aislaron los hepatocitos por un lado y los 

núcleos de los propios hepatocitos por otro, para realizar los siguientes estudios: 

 

 

 
Figura 21: Diseño experimental de la detección de secuencias de ADNmt en el ADNn. 
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1) Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR, Real 

Time Polymerase Chain Reaction) para detectar y cuantificar la cantidad 

de ADNmt presente en el ADNn en núcleos de hepatocitos de ratas jóvenes 

y viejas. 

 

2) Hibridación in situ con fluorescencia (FISH, Fluorescence In Situ 

Hybridization) para detectar y cuantificar la cantidad de ADNmt presente 

en el núcleo de hepatocitos de ratas jóvenes y viejas. 

 

 

2.- MATERIALES 
 

2.1.- Equipo instrumental 
 

 Agitador magnético P SELECTA Agimatic E 7002431. 

 Agitador Vortex P SELECTA Heidolph reax 2000. 

 Balanza de precisión METTLER TOLEDO AB54. 

 Balanza electrónica  AND EW-600ª. 

 Balanza electrónica Gram ST-3100. 

 Bomba para HPLC Gilson 305 Pump con Modulo Manometrico 805. 

 Bomba para HPLC 1200 Series G2226A. 

 Cámara digital Olympus DP70. 

 Campana de extracción. 

 Centrífuga modelo 5702R, Eppendorff. 

 Centrífuga 32R HETTICH ZENTRIFUGEN. 

 Centrífuga refrigerada SORBALL INSTRUMENTS RC5C GIRAL. 

 Centrífuga refrigerada Heraeus Multifuge 1S-R. 

 Columna de HPLC mediterranea sea18 5 µm 25X0.46 TEKNOKROMA. 

 Columna capilar SP2330 30 m x 0,25mm x 0,20 µm. 

 Columna capilar 30 m HP-5MS 30 m x 0,25mm x 0,25 µm. 

 Columna de intercambio iónico DOWEX-50W. 

 Columna de extracción en fase sólida C-18 de 1 ml (SUPELCO, Bellefonte, 

PA). 
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 Columna C18 de fase reversa (Luna 3n pFp(2), 100A, 150 x 2mm ID, 

Phenomenex, CA, USA). 

 Congelador de -80 ºC FORMA SCIENTIFIC 823. 

 Cromatógrafo de gas HEWLETT-PACKARD 6890 Serie II. 

 Cubeta capilar de cuarzo de 0,5 nm (Biochrom). 

 Destilador de agua BIBBY MERIT. 

 Detector electroquímico Coulochem II ESA. 

 Detector UV para HPLC BIORAD UV-1806. 

 Electrodo y medidor de oxígeno ESD modelo 600 HANSATECH. 

 Equipo ChemiDoc (Bio-Rad Laboratories, Inc., Barcelona, España). 

 Espectrofotómetro MILTON ROY Spectronic 601-C. 

 Espectrometro de masas HEWLETT-PACKARD 5973A. 

 Evaporador N-evap Model 111 (Organomation Assoc. Inc.) 

 Filtros de poliamida 0,45 µm de diámetro de poro SARTORIUS. 

 Fluorímetro PERKIN ELMER LS 50B. 

 GeneQuant (Amersham Biociences). 

 Homogenizador mecánico WHEATON INSTRUMENTS. 

 Homogeneizadores vidrio-teflón de 5 ml POBEL. 

 Homogeneizadores vidrio-teflón de 2 ml POBEL. 

 Horno de columna Eppendorf CH-500. 

 LC-MS QTOF (Agilent Technologies, Barcelona, Spain). 

 Microcentrífuga BIOFUGE 13 HERAEUS. 

 Microscopio Olympus BX61 equipado con un eje Z motorizado. 

 Mili Q Gradient A10 Milipak 40, MILIPORE. 

 Multiagitador magnético con placa térmica SBS A-08. 

 pH/mV-metro CRISON BASIC 20. 

 Pipetas automáticas GILSON de 10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, y 1000 µl. 

 Placa Térmica P SELECTA S INVESTER. 

 Programa de integración GILSON. 

 Programa Statgraphics Plus 4.0. 

 Programa de control del electrodo de oxígeno Oxygraph v1.15. 

 RiOs 8. MILIPORE. 

 Sistema de detección iCycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

 Software Adobe Photoshop 7.0. 
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 Software para análisis de datos Masshunter.  

 Software de análisis cualitativo Masshunter. 

 Software de análisis (Soft Imaging System, Olympus). 

 Software Kaleida Graph 3.6. 

 Software ImageJ (National Institute of Health, http://rsb.info.nih.gov/ij). 

 Software de procesamiento “3D object conunter” plug-in. 

 Termostatizador con agitación MEMMERT. 

 Termostatizador P SELECTA tectron 3000543. 

 Tubos Whatman 0,22 µm de diámetro de poro MILLIPORE. 

 Vibrador de brazo oscilante Vibromatic-384 

 

 

2.2.- Productos químicos 
 

Nombre (Casa comercial, Referencia) 

 

 2’-deoxiguanosina (Sigma, D-7145) 

 4',6-diamidina-2-phenylindola (DAPI, Boehringer Mannheim, 236276). 

 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (Sigma, H-5653). 

 Acetato potásico (Sigma, P-5708). 

 Acetato sódico (Sigma, S-2889). 

 Acetonitrilo (Panreac, 221881). 

 Ácido acético glacial (Panreac, 141008). 

 Ácido clorhídrico (Merck, K35739817 608). 

 Ácido fosfórico (Merck, K29868563 146). 

 Ácido glutámico (Sigma, G-1376). 

 Ácido homovanílico (Sigma, H-1252). 

 Ácido málico (Sigma, M-9138). 

 Ácido tricloroacético (Panreac, 252373). 

 Adenosina 5’-difosfato, ADP (Sigma, A-2754). 

 S-Adenosil-L-metionina (Sigma, A7007). 

 S-Adenosil-L-homicisteína (Sigma, A9384). 

 Agua HPLC (Scharlau, AG-0001). 

 Albúmina sérica bovina (Sigma, A-7030). 
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 Alcohol isoamilo (Merck, K22601379 604). 

 Antidigoxigenina de ratón (Boehringer Mannheim, 1333062). 

 Anticuerpo anti-mouse conjugado con fluoresceina isothiocinato (FITC) 

(Boehringer Mannheim 124616). 

 Anticuerpo anti-NDUFS3 de Complejo I mitocondrial (1:2000, Invitrogen 

Ltd, UK). 

 Anticuerpo anti-NDUFA9 de Complejo I mitocondrial (1:2000, Invitrogen 

Ltd, UK). 

 Anticuerpo anti-subunidad de 70 kDa de Complejo II mitocondrial (1:500, 

Invitrogen Ltd, UK). 

 Anticuerpo anti-proteína ferro-sulfurada de Rieske de Complejo III 

mitocondrial (1:2000, Invitrogen Ltd, UK). 

 Anticuerpo anti- subunidad II del núcleo de Complejo III mitocondrial 

(1:1000, Invitrogen Ltd, UK). 

 Anticuerpo anti-subunidad 1 de Complejo IV mitocondrial (1:1000, 

Invitrogen Ltd, UK). 

 Anticuerpo anti-AIF (1:1000, Sigma, Madrid, España). 

 Anticuerpo anti-Porina mitocondrial (1:1.000, Invitrogen Ltd, UK). 

 Antimicina A de Streptomices sp. (Sigma, A-8674). 

 Biotina-16-dUTP (Boehringer Mannheim, 1093070000). 

 Cloroformo (Panreac, 141252 1612). 

 Cloruro de magnesio (Sigma M-8266). 

 Cloruro de zinc (Merck, B286816 909). 

 Cloruro potásico (Sigma, P-9333). 

 Colagenasa A (Roche, 103586). 

 Cy3 (Amersham PA, 43000). 

 d5-2,3,3,4,4-L-glutámico 98 % d min (Isotec). 

 Dieta de mantenimiento para roedores (Panlab, A04). 

 Dietas semipurificadas (MP biochemicals). 

 D-L-lisina-4,4,5,5-d4•2HCl 98 % min. (Isotec) 

 Dodecilsulfato sódico (Sigma, L-4509). 

 EDTA-Na2 (Sigma, E-1644). 

 EGTA (Sigma, E-4378). 

 Ficol PM 400 (Sigma, F4375). 
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 Fosfatasa alcalina de intestino de ternera (Sigma, P-5521). 

 Fosfato dipotásico (Panreac, 141512). 

 Fosfato monopotásico (Panreac, 141509). 

 Glicina (Sigma, G-7126). 

 Glucosa (Sigma, G-8270). 

 Glucosa oxidasa (Sigma, G-0543). 

 Helio (Carburos metálicos). 

 Hepes (Sigma, H-3375). 

 Hidrato de Colato sódico (Sigma, C-1254). 

 Hidróxido sódico (Sigma, S8045). 

 Homocisteína (Sigma, H4628). 

 Isopropanol (Sigma, 34863). 

 Kit de ADN polimerasa Tth (Roche Diagnistics-Borhringer Mannheim, 

Alemania). 

 Kit de traducción nick (Boehringer Mannheim, 976776). 

 Manitol (Sigma, M-4125). 

 Malondialdehído (Sigma, 63287). 

 Membrana de diálisis Servapor con un diámetro de 27mm (Serva, 44146). 

 Metanol (Panreac, 361091). 

 L-Metionina (Sigma, M9625). 

 Nitrógeno (Air liquid). 

 Nucleasa P1 de Penicillium citrinum (Sigma, N8630). 

 OptiPrepTM (Axis-Shield). 

 Paraformaldehido (Sigma). 

 Perclorato sódico (Merck, A699864 614). 

 Percoll (Pharmacia). 

 Peroxidasa de rábano (Sigma, P-8250). 

 Pirúvico sódico (Sigma, P-8574). 

 Poli L-lisina (Sigma). 

 Proteasa. Subtilisina A, Tipo VIII: Bacteriana de Bacilo licheniformis (Sigma, 

P5380). 

 RNAsa de páncreas bovino (Roche, 10 109 126 001). 

 Rotenona (Sigma, R-8875). 

 Sacarosa (Sigma, S-9378). 
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 Succinato sódico dibásico (Sigma, S-2378). 

 Sulfato de cobre (II) (Sigma, 1297). 

 Sulfato de Hierro (II) (Panreac, 131362). 

 Superóxido dismutasa (Sigma, S-8160). 

 Sustrato quimioluminiscente de la HRP (Millipore, MA, USA). 

 Tris (Sigma, T-6791). 

 

 

2.3.- Animales de experimentación 
 

Se utilizaron ratas Wistar (Rattus norvegicus) macho cuya edad dependió del 

experimento. Los animales fueron suministrados por Harlam y se alojaron en el animalario 

de la Facultad de Biología de la Universidad Complutense de Madrid. Se estabularon en 

jaulas individuales y se mantuvieron durante todo el tratamiento bajo condiciones 

controladas de temperatura (23 ± 2 ºC), humedad relativa (50 ± 10 %) y ciclo de 

luz:oscuridad (12:12 horas). 

 

 

3.- MÉTODOS 
 

3.1.- Aislamiento de mitocondrias funcionales 
 

Las ratas fueron sacrificadas por decapitación para evitar posibles interferencias de la 

anestesia con los parámetros a analizar. El órgano de estudio (hígado, corazón cerebro o 

riñón) fue extraído y procesado inmediatamente para obtener mitocondrias funcionales. 

Además, una porción del mismo fue congelada en nitrógeno líquido y conservada a -80 ºC 

para análisis posteriores. 

 

 

3.1.1.- Hígado 
 

El hígado se procesó siguiendo el protocolo descrito por Gredilla et al (2001a) para 

obtener mitocondrias funcionales (figura 22). 
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Figura 22: Aislamiento de mitocondrias funcionales de hígado (Gredilla et al; 2001a). 
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Tras extraer el hígado, éste se depositó en medio de aislamiento con EDTA (manitol 

210 mM, sacarosa 70 mM, hepes 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7,35) frío, donde se aclaró bien, 

quitando la grasa visible para posteriormente trocearlo en fragmentos pequeños. 

 

Seguidamente se homogeneizó en 60 ml de medio de aislamiento con EDTA en frío, 

para ser centrifugado a 1.000 g durante 10 minutos y eliminar de este modo los núcleos y 

restos de membranas celulares en el precipitado, mientras que el sobrenadante se filtró 

centrifugándose a 10.000 g durante 10 minutos. Tras esta centrifugación, se eliminó el 

sobrenadante, se limpió la grasa que quedó en la pared del tubo, y posteriormente se 

resuspendió el precipitado en 40 ml de medio de aislamiento sin EDTA. Se realizó una 

nueva centrifugación a 1.000 g, después de la cual se descartó el precipitado y se filtró el 

sobrenadante pasando éste a otro tubo donde se centrifugó a 10.000 g. El precipitado de 

esta última centrifugación se resuspendió en 1 ml de medio de aislamiento sin EDTA, 

obteniéndose así la suspensión mitocondrial. Todos los procesos descritos se realizaron a    

4 ºC. 

 

 

3.1.2.- Corazón 
 

El aislamiento de mitocondrias funcionales a partir de corazón se llevó a cabo según 

el  protocolo de Mela y Seizt (1979) (figura 23). 

 

El corazón se depositó en medio de aislamiento (manitol 210 mM, sacarosa 70 mM, 

EDTA 1 mM, y tris 10 mM, pH 7,4) frío, y se troceó en fragmentos pequeños. Se 

homogeneizó en 10 ml de medio de aislamiento con 5 mg de proteasa (para liberar las 

mitocondrias de las miofibrillas musculares) y 25 mg de albúmina sérica bovina libre de 

ácidos grasos con émbolo holgado vidrio-vidrio a 4 ºC. Pasado 1 minuto se añadieron 25 

ml de medio de aislamiento con 25 mg de albúmina, para posteriormente homogeneizar 

con un émbolo ajustado vidrio-vidrio. 
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Figura 23: Aislamiento de mitocondrias funcionales de corazón Mela y Seizt (1979). 

 

El homogenado se centrifugó a 700 g durante 10 minutos. A continuación, se 

recuperó el sobrenadante que fue sometido a una nueva centrifugación a 8.000 g durante  
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10 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 25 ml de medio 

de aislamiento. Posteriormente, se volvió a centrifugar a 8.000 g durante 10 minutos, se 

descartó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 0,5 ml de medio de aislamiento. 

Todos estos procesos se realizaron a 4 ºC. 

 

 

3.1.3.- Cerebro 
 

La obtención de mitocondrias funcionales en el caso del cerebro se hizo siguiendo el 

protocolo descrito por Lai y Clark (1979) (figura 24). 
 

El cerebro se depositó en medio de aislamiento (sacarosa 0.25 mM, EDTA 0,5 mM, 

tris 10 mM, pH 7,4) frío, y se troceó en fragmentos pequeños. 

 

Seguidamente se homogeneizó en 35 ml de medio de aislamiento en frío con émbolo 

holgado vidrio-vidrio e inmediatamente después con émbolo ajustado vidrio-vidrio para, a 

continuación, ser centrifugado a 2.000 g durante 3 minutos y eliminar de de este modo los 

núcleos y restos de membranas celulares en el precipitado. El sobrenadante se pasó a otro 

tubo para repetir la centrifugación a 2.000 g. Tras esta centrifugación se recogió el 

sobrenadante, y se centrifugó a 12.500 g durante 8 minutos, obteniéndose las mitocondrias 

crudas en el precipitado. Este precipitado se resuspendió en 6 ml de ficol al 3 % y, 

mediante carga inferior, se depositaron 25 ml de ficol al 6 %, procurando no mezclar fases. 

 

El ficol al 6 % se obtuvo a partir de ficol al 30 % dializado en una membrana de 

diálisis Servapor con un diámetro de 27 mm. La diálisis se realizó en agua ultrapura a 5 ºC 

durante 24 horas. El agua se renovó al menos cada 12 horas. En el ficol al 6 % se diluyó 

manitol (0,24 M), sacarosa  (60 mM), EDTA (50 µM), tris (10 mM), y se ajustó el pH a 7,4. 

El ficol al 3 % se obtuvo diluyendo el ficol al 6 % con agua ultrapura.  

 

Después de generar el gradiente, se centrifugó a 11.500 g durante 30 minutos, se 

eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 5 ml de medio de aislamiento. 

Seguidamente se centrifugó a 11.500 g durante 10 minutos, se descartó el sobrenadante y 

se resuspendió el precipitado en 35 ml de medio de aislamiento para centrifugarlo por 

última vez a 11.500 g durante 10 minutos. 
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Figura 24: Aislamiento de mitocondrias funcionales de cerebro Lai y Clark (1979). 
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Después de esta última centrifugación se descartó el sobrenadante y se resuspendió 

el precipitado en 1 ml de medio de aislamiento, obteniéndose así la suspensión de 

mitocondrias no sinápticas. Al igual que en los casos anteriores, todos los procesos 

descritos se realizaron a 4 ºC. 

 

 

3.1.4.- Riñón 
 

El riñón se procesó siguiendo un protocolo similar al de aislamiento de mitocondrias 

de hígado (figura 22), con la diferencia de que los volúmenes utilizados de medio de 

aislamiento, tanto para homogeneizar como para resuspender, fueron la mitad de los 

utilizados en el aislamiento del hígado. 

 

 

3.2.- Valoración de proteína mitocondrial 
 

La valoración de proteínas se realizó por el método del Biuret (Gornall et al, 1949), 

técnica colorimétrica en la que la intensidad de color es directamente proporcional a la 

concentración de proteína. 

 

El color lo proporciona el sulfato cúprico (1%), que se une específicamente a los 

enlaces peptídicos de las proteínas expuestos tras la desnaturalización de las mismas por el 

colato sódico (4%). Para la formación de los complejos proteína-Cu es necesario un medio 

con pH alcalino, proporcionado por el NaOH (10%) que se añade a la reacción. Para 

realizar el ensayo se dispuso de un blanco de agua destilada y tres estándares de 50, 100 y 

200 mg/de albúmina sérica bovina (BSA) preparados a partir de una solución madre de 10 

mg/ml. La composición de los tubos a ensayar se especifica en la tabla 2. 
 

Tras ser agitados se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente y se midió la 

absorbancia a 540 nm. 

 

 

 



Materiales y métodos 
 

 
 70 

Tabla 2: Composición de los distintos tubos que se han de ensayar en el método del Biuret. 
 

  Blanco Estándar 1 
(50mg/ml) 

Estándar 2 
(100mg/ml) 

Estándar 3 
(200mg/ml) 

Muestra  
(Por duplicado) 

Agua destilada (µl) 500 450 400 300 460 
BSA (µl) 0 50 100 200 0 
Suspensión de 
mitocondrias (µl) 0 0 0 0 40 

Na-colato (µl) 200 200 200 200 200 
NaOH (ml) 2 2 2 2 2 
CuSO4 (µl) 300 300 300 300 300 

  
 

El cálculo de las concentraciones proteicas se realizó a partir de una recta de 

regresión construida con los datos de los estándares: 

 

b
a - DO  proteína de mg   

 

Donde: 

a =  punto de intersección con el eje x. 

b =  pendiente de la recta de regresión. 

DO = absorbancia de la muestra. 

 

La recta patrón se repitió cada día en el que se realizaron medidas, se comprobó que 

el coeficiente de regresión fuera cercano a 1 y se calculó la concentración de proteína 

mitocondrial a partir de la media de la absorbancia de los duplicados de cada muestra. 

 

 

3.3.- Consumo de oxígeno (VO2) 
 

Las medidas de consumo de oxígeno mitocondrial se realizaron a 37 ºC utilizando un 

electrodo de oxígeno tipo Clark controlado por ordenador. Este electrodo consiste en un 

cátodo de platino que se mantiene a un potencial de - 0,7 mV con respecto a un ánodo de 

Ag-AgCl empleado como referencia. El electrodo está recubierto por una fina membrana 

de polietileno permeable al oxígeno. Durante el ensayo, el oxígeno presente en la mezcla 

de reacción adyacente a la superficie del cátodo se reduce a agua, dando lugar a un 

gradiente de difusión entre el electrodo y la mezcla de reacción. Sin embargo, sólo una 

pequeña proporción de oxígeno presente en el medio de reacción es consumido por el 



Materiales y métodos 
 

 
 71 

cátodo, siendo la mayor parte de éste utilizado por las mitocondrias. La membrana no 

permite el paso de sustancias del medio de reacción a excepción del oxígeno, ya que éstas 

podrían dañar el electrodo modificando sus propiedades electroquímicas. Se utilizó un 

agitador magnético para evitar la formación de gradientes de oxígeno disuelto y depósitos 

de sustancias que pudieran estar en la mezcla de reacción e interferir en las medidas. 

 

Los ensayos se realizaron con la suspensión mitocondrial obtenida en el aislamiento. 

Una vez conocida la concentración de proteína de la muestra por le método del Biuret, se 

añadió a la mezcla de reacción el volumen necesario para tener una concentración óptima 

de mitocondrias para el ensayo que fue diferente en cada órgano (3 mg/ml en hígado y 

cerebro, 0,8 mg/ml en corazón y 2 mg/ml en riñón). 

 

Se valoró el consumo de oxígeno de cada muestra con varios sustratos. Primero se 

valoró el estado 4 (estado no fosforilante) y, posteriormente, el estado 3 (estado 

fosforilante) mediante la adición de ADP, tal y como se indica en la figura 25. Con estos 

dos datos se calculó el RCI como medida del grado de acoplamiento entre la cadena de 

trasporte de electrones y la fosforilación oxidativa, comprobando de este modo si las 

mitocondrias están o no en buen estado funcional. Un RCI alto indica la presencia de 

mitocondrias en buen estado funcional y poco dañadas en el proceso de aislamiento (Barja, 

1999b). 
 

 

 
 
Figura 25: Progresión de un ensayo para la medida del consumo de oxígeno (VO2). 

 

Cada vez que fue necesario cambiar la membrana de polietileno se calibró el aparato. 

Para esto se dejó la cámara de medida abierta con 1 ml de agua ultrapura. Tras la 

estabilización de la medida se ajustó el cero de oxígeno mediante el desplazamiento del 

mismo con nitrógeno. Asimismo, cada día antes de tomar las medidas se realizó una deriva 
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(índice de consumo de oxígeno por parte del electrodo en ausencia de mitocondrias) para 

restarla posteriormente a las medidas de consumo de oxígeno de las muestras. 

 

Cada ensayo se realizó en un volumen final de 0,5 ml de los cuales: 

 

 “X” volumen de suspensión mitocondrial (calculado en función de la 

concentración de proteína de la suspensión mitocondrial obtenida). 

 10 µl de sustrato (piruvato-malato, glutamato-malato o succinato a una 

concentración de 125 mM cada uno en la solución inicial). 

 10 µl de ADP (25 mM en la solución inicial), una vez se ha medido el estado 

4. 

 10 µl de rotenona (100 µM en la solución inicial), solo cuando se usó 

succinato como sustrato. 

 Se completó hasta 0,5 ml con médio de incubación con albúmina (KCl 145 

mM, MgCl2 3 mM, H2KPO4 5 mM, hepes 30 mM, EGTA 0,1 mM, albúmina 

de suero bovino al 0,1 %, pH 7,4 ajustado a 37 ºC) como indica el protocolo 

de Barja (1999b). 

 

Para calcular el consumo de oxigeno medido como nmoles O2/(mg proteína x 

minuto), se utilizó la siguiente formula: 

 

c
b - a  VO2   

 

Donde: 

a = pendiente del ensayo (nmoles O2/(ml x min)). 

b = pendiente de la deriva (nmoles O2/(ml x min)). 

c = concentración de proteína utilizada en el ensayo (mg/ml). 

 

De este modo se obtuvo el consumo de oxígeno en estado 3 y estado 4. Una vez 

obtenidos estos datos se pudo calcular el RCI, según la siguiente formula: 

 

4 estadoen  VO
3 estadoen  VO  RCI

2

2  
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3.4.- Producción de radicales libres de oxígeno (ROS) 

 

La producción mitocondrial de ROS se estimó mediante una técnica fluorimétrica de 

determinación de peróxido de hidrógeno (H2O2) (Ruch et al, 1983) adaptada para trabajar 

con mitocondrias (Barja, 2002b). 

 

La técnica está basada en la oxidación del ácido homovanílico (HMV) al reaccionar 

con el H2O2 en presencia de peroxidasa de rábano (HRPx), dando lugar a la formación de 

un dímero fluorescente. Este método se basa en la detección de la fluorescencia de dicho 

dímero. 

 

Las medidas de fluorescencia (excitación: 312 nm, slit 10 nm; emisión 420 nm, slit    

10 nm) se realizaron a punto final y en un volumen total de 1,5 ml (figura 26). Se empleó el 

mismo medio de incubación usado en las medidas de consumo de oxígeno mitocondrial 

(KCl 145 mM, MgCl2 3 mM, H2KPO4 5 mM, hepes 30 mM, EGTA 0,1 mM, albúmina de 

suero bovino al 0,1 %, pH 7 ajustado a 37 ºC), en presencia de un volumen de proteína 

mitocondrial de 0,25 mg/ml, 38 µl de HMV (4 mM), 123 µl de HRPx (70 U/ml), 12 µl de 

superóxido dismutasa (SOD) (que corresponden a 50 U/ml de SOD en el tubo de ensayo) 

y 30 µl de inhibidor (rotenona 100 µM, o antimicina A 500 µM) en los ensayos que 

procediese; finalmente se añadieron 30 µl de sustrato piruvato-malato, glutamato-malato, o 

succinato a una concentración 125 mM cada uno en la solución inicial según 

correspondiera. 

 

 

 
 
Figura 26: Estructura del fluorímetro para realizar medidas de producción de ROS. 
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En presencia de SOD el ensayo estima la producción mitocondrial de ROS            

(O2
·- + H2O2), ya que la enzima añadida en exceso convierte los radicales superóxido (O2

·-) 

producidos por la mitocondria en H2O2 (Barja, 2002b). 

 

Tras añadir los sustratos, los tubos se incubaron durante 15 minutos a 37 ºC. Una 

vez trascurrido dicho tiempo, la reacción se detuvo introduciendo cada tubo en un baño de 

hielo y añadiéndole 0,5 ml de glicina 2 M (glicina 2 M, EDTA 50 mM, NaOH 2,2 M). Los 

ensayos se realizaron por duplicado con sus blancos correspondientes (que se componían 

de todos los elementos añadidos a la reacción excepto el sustrato correspondiente). Hay 

que tener en cuenta que los ensayos con antimicina tenían sus propios blancos (con 

antimicina y sin sustrato) ya que este inhibidor emite fluorescencia propia. 

 

Como estándar se utilizó el sistema glucosa-glucosa oxidasa. En un medio con 

glucosa en exceso, la enzima genera H2O2 a una tasa dependiente de la cantidad de glucosa 

oxidasa (GO) añadida. El estándar se ensayó paralelamente, en las mismas condiciones que 

las muestras, en el mismo volumen final (1,5 ml) y utilizando un blanco con la misma 

composición, salvo que en lugar de añadir 150 µl de glucosa se utilizaron 150 µl de medio. 

A cada tubo estándar se le añadieron: 1175 µl de medio de incubación, 123 µl de HRPx (70 

U/ml), 38 µl de HMV (4 mM), 10 µl de GO (0,05 U/ml) y 150 µl de glucosa (140 mM). 

 

Se estimó la producción mitocondrial de ROS a tiempo final realizando los siguientes 

cálculos: 

 

75,2
SP

FUFMROS 



  

 

Donde: 

ROS = producción mitocondrial de ROS medida como nmol H2O2 / (min x mg 

proteína). 

UFM  =unidades de fluorescencia por minuto. Se calcula como: 

 

minutos 15
muestra blanco ciaFluorescen - muestra ciaFluorescen  UFM  

 

F = 2000 µl / volumen mitocondrias (µl) (factor de dilución). 
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P = mg proteína / ml en la suspensión mitocondrial. 

S = fluorescencia del estándar de glucosa que corresponde a 1 nmol de 

H2O2/minuto x ml. 

2,75 = factor de corrección aplicado para adaptar las unidades de glucosa oxidasa 

de las condiciones descritas por el proveedor (pH 5,1 y 35 ºC) a las 

condiciones en las que se realiza la incubación (pH 7,4 y 37 ºC). 

 

 

3.5.- Fuga de radicales libres en porcentaje (% FRL, percent Free 

Radical Leak) 
 

Las medidas de consumo de oxígeno y de producción de ROS mitocondrial se 

realizaron en las mismas muestras y bajo las mismas condiciones (medio de incubación, 

concentraciones de sustratos e inhibidores, temperatura, y pH). Esto permitió relacionar 

estas medidas, muestra a muestra, para calcular el % FRL. 

 

Este factor representa la fracción de electrones de la cadena respiratoria que reducen 

incompletamente el oxígeno a ROS en vez de formar agua en el Complejo IV. Como se 

necesitan 4 electrones para reducir el O2 a H2O, y solamente 2 para reducirlo a H2O2,      

el % FRL se calculó como la producción de H2O2 dividida por dos veces el consumo de 

oxigeno, multiplicado por 100. 

 

2

22

VO  2
OH de Producción  100  FRL%


  

 

Por ejemplo, un resultado del 6 % indica que el 6 % de los electrones que fluyen 

hasta el final de la cadena de trasporte de electrones se combinan con el oxígeno para 

formar ROS. 

 

 

3.6.- Determinación del daño oxidativo al ADN mitocondrial 
 

La cuantificación del daño oxidativo al ADN mitocondrial se llevó a cabo mediante 

la valoración de los niveles del deoxinucleósido oxidado 8-oxo-7,8-dihidro-2’-
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deoxiguanosina (8-oxodG) en relación al deoxinucleósido no oxidado deoxiguanosina (dG). 

Dicha valoración se realizó mediante separación de las bases por cromatografía líquida de 

alta resolución (HPLC, High Performance Liquid Chromatography), para su posterior detección 

culométrica, en el caso de la 8-oxodG, y ultravioleta, en el caso de la dG. 

 

 

3.6.1.- Aislamiento de ADN mitocondrial 

 

El aislamiento del ADNmt se realizó según el método de Latorre et al (1986) 

adaptado a mamíferos por Asunción et al (1996). 

 

Se partió de las muestras de tejido conservadas a - 80 ºC, se tomaron entre 200 y     

300 mg de cada muestra (400 y 500 mg en el caso del hígado) y se homogeneizaron. La 

homogeneización se realizó a 4 ºC añadiendo de 1,5 ml de tampón de homogeneización 

(TRIS 10 mM, NaCl 60 mM, sacarosa al 5% y EDTA-Na2 10 mM, pH 7,8) por gramo de 

tejido. Posteriormente se mezclaron: 

 

 300 µl de homogenado. 

 300 µl de tampón (TRIS 10 mM, SDS al 1,25 %, sacarosa al 5 %, EDTA-Na2 

10 mM, pH 9). 

 400 µl de cloroformo:alcohol isoamilo (49:1, v/v). 

 

Se agitó hasta que se mezcló completamente y se centrifugó a 500 g durante              

10 minutos a 4 ºC. Se recogió la fase superior y se incubó a 65 ºC durante 30 minutos. De 

este modo, se rompieron las membranas y se liberó el contenido celular, a la vez que se 

desnaturalizaron las proteínas por la acción del SDS. A continuación, se añadió 0,12 ml de 

acetato potásico 3 M (pH 4,8) y se incubó a - 20 ºC durante 10 minutos. El descenso del 

pH y la alta concentración de sales provocaron la precipitación del ADN de alto peso 

molecular, es decir, el ADNn. Además el potasio facilitó su precipitación al formar 

complejos con las proteínas unidas a SDS. 

 

Después de la descongelación de las muestras a temperatura ambiente, éstas se 

centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos a 4 ºC, y se recuperó el sobrenadante que 
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contenía el ADNmt, mientras que en el sedimento quedaron restos celulares, complejos 

SDS-proteína y ADNn. 

 

El sobrenadante se mantuvo en hielo y se le añadió un volumen igual de isopropanol. 

Tras la mezcla por inversión se pudo observar el ADN como turbidez en la suspensión. 

Las muestras se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 

10.000 g durante 10 minutos a 4 ºC. Se decantó el sobrenadante quedando en el sedimento 

el ADNmt parcialmente purificado, que fue resuspendido en 0,5 ml de etanol al 70 % frío  

(-20 ºC). 

 

Se realizó una última centrifugación a 10.000 g durante 10 minutos a 4 ºC, se decantó 

el etanol y se secó el precipitado con nitrógeno. Las muestras fueron resuspendidas en     

300 µl de tampón TE (TRIS-HCl 10 mM, EDTA- Na2 1 mM, pH 8) con ayuda de una 

pipeta automática y se añadieron 112,5 U de RNasa (disuelta en 25 µl de tampón TE). Se 

incubaron a temperatura ambiente durante 6 minutos, tras los cuales se añadieron 0,3 ml 

de SDS al 0,1 % (pH 12,5). Se volvieron a incubar otros 6 minutos a 65 ºC, se añadieron 

230 µl de acetato sódico 3 M (pH 4,8) y se incubaron nuevamente durante 20 minutos a     

-20 ºC. 

 

Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se centrifugaron a 10.000 g 

durante 5 minutos a 4 ºC. Se recuperó el sobrenadante y se añadió un volumen igual de 

isopropanol. Se mezcló por inversión y se incubó a temperatura ambiente durante             

6 minutos. 

 

Se realizó una nueva centrifugación a 10.000 g durante 10 minutos, se decantó el 

sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 0,5 ml de etanol al 70 % frío (- 20 ºC), 

volviéndose a centrifugar a 10.000 g durante 10 minutos a 4 ºC. Se decantó el etanol y se 

secó el precipitado con nitrógeno. Se evitó que el precipitado se secara en exceso ya que 

esto podría producir una oxidación artificial de la dG que sobrevaloraría la oxidación de 

ADN de la muestra. Finalmente se añadió 35 µl de tampón TE (TRIS-HCl 10 mM, 

EDTA- Na2 1 mM, pH 8) al precipitado y se mantuvo durante 2 días a 4 ºC, tras los cuales 

se resuspendió con ayuda de una pipeta automática. 
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3.6.2.- Determinación de la concentración de ADN en la muestra 

 

Una vez resuspendida la muestra, se tomó una alícuota de 3 µl para determinar la 

concentración de ADN. Se introdujeron estos 3 µl de muestra en un capilar de cuarzo para 

medir la concentración y la pureza del ADN extraído por espectrometría utilizando un 

GeneQuant. 

 

 

3.6.3.- Digestión del ADN 

 

Una vez determinada la concentración de ADN se añadieron 40 µl de acetato sódico  

3 M (pH 4,8) y 800 µl de etanol al 70 % frío (- 20 ºC) a las muestras, se centrifugaron a 

10.000 g a 4 ºC durante 10 minutos y se decantó el sobrenadante. Se añadió 1 ml de etanol 

al 70 % frío (- 20 ºC) volviéndose a centrifugar durante 5 minutos. Se decantó el etanol y 

se secó el precipitado con nitrógeno, evitando el secado excesivo para prevenir la 

oxidación artificial del ADN. 

  

El precipitado se resuspendió en 150 µl de acetato sódico 20 mM (pH 4,8) con ayuda 

de un vortex y después se incubó a 50 ºC durante 1 hora. Tras la incubación se añadió 5 

unidades de nucleasa P1 (disuelta en 20 µl de acetato sódico 20 mM, cloruro de zinc 10 

mM y glicerol al 15 %, pH 4,8) a las muestras y se incubó durante 30 minutos a 50 ºC. A 

continuación, se añadió 1 unidad de fosfatasa alcalina (disuelta en 20 µl de TRIS 1M, pH 

4,8) y se incubó durante 1 hora a 50 ºC (Loft & Poulsen, 1999). 

 

Por último, las muestras se trasfirieron a Eppendorffs con filtro Whatman y se 

centrifugaron en una microfuga a 13.000 rpm durante 20 minutos.  

 

 

3.6.4.- Condiciones cromatográficas 

 

Se inyectaron 100 µl de muestra en un sistema HPLC en el que se utilizó una fase 

móvil acuosa compuesta por ácido fosfórico 50 mM y acetonitrilo al 6 %, pH 5. Para 

preparar esta fase móvil se utilizó agua comercial de grado HPLC que se pasó por unos 

filtros de 0,45 µm de diámetro de poro. El sistema se mantuvo con un flujo de 0,9 ml/min 
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con una presión aproximada de 1.500 psi mediante una bomba Gilson 305 con un modulo 

nanométrico Gilson 805, en una columna mediterránea sea18 (5 µm 25x0,46) de 

Teknokroma que se mantenía a 30 ºC con un horno de columna Eppendorf CH-500. 

 

Para la determinación de los niveles de 8-oxodG se utilizó un detector culométrico 

ajustado a unas condiciones de 275 mV/20 nA, mientras que para la valoración de la dG se 

utilizó un detector ultravioleta Biorad ajustado a 254 nm y con una sensibilidad de 0,64. 

 

 

3.6.5.- Cálculo de las concentraciones de dG y 8-oxodG 

 

Para cuantificar las muestras se inyectaron cada día 100 µl de estándares puros de    

8-oxodG (10 nM) y dG (100 µM). Ambos estándares estaban disueltos en una mezcla de 

tampón acetato sódico 10 mM (pH 4,8) y tampón TRIS 1 M (pH 8) en una proporción 

11:1. 

 

La concentración de 8-oxodG se calculó mediante la siguiente expresión: 

 

 
oxodG

oxodG A
AreaoxodG

8

8

108   

 

Donde: 

[8oxodG] = concentración de 8oxodG en la muestra (nM). 

Area8oxodG = área del pico de 8-oxodG de la muestra. 

A8oxodG = área del pico de 8-oxodG del estándar. 

 

Asimismo, la concentración de dG se calcula mediante la siguiente expresión: 

 

 
dG

dG A
AreadG 100

  

 

Donde: 

[dG] = concentración de dG en la muestra (µM). 

AreadG = área del pico de dG de la muestra. 
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AdG = área del pico de dG del estándar. 

 

Finalmente, el índice 8-oxodG / 105 dG nos indica el daño oxidativo al ADN y se 

calcula de la siguiente forma: 
 

dG
oxodG

dG
oxodG 8100

10
8

5



  

 

 

3.7.- Composición de los ácidos grasos procedentes de los lípidos 

totales 
 

3.7.1.- Preparación de las muestras 

 

Las muestras del tejido se homogeneizaron en tampón hepes 10 mM, pH 7,4, 

suplementado con BHT 1 µM, DETAPAC 1 mM y ácido fítico 1 mM, como 

antioxidantes; y con leupeptina (0,5 µg/ml), aprotinina (0,5 µg/ml), pepstatina (0,7 µg/ml), 

fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF) (40 µg/ml) y EDTA (1,1 mM) como inhibidores 

de la proteolisis. La extracción de lípidos de las muestras se hizo utilizando 

cloroformo:metanol en una proporción 2:1 (v/v) según Folch et al (1957). 

 

 

3.7.2.- Extracción de lípidos 

 

Se tomó la fase orgánica y se evaporó bajo un flujo de nitrógeno en un evaporador 

N-evap Model 111. La fase lipídica se sometió a un proceso de transesterificación 

mediante incubación con 2,5 ml de metanol:HCl al 5% durante 90 minutos a 75º C. De 

este modo, se obtuvieron los esteres metílicos de los ácidos grasos. La extracción de estos 

ésteres metílicos se efectuó añadiendo 2,5 ml de n-pentano y 1 ml de solución saturada de 

NaCl, agitando durante 60 minutos en un vibrador de brazo oscilante Vibromatic-384 y 

centrifugando a 3000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC. La fase de n-pentano se separó y se 

evaporó bajo flujo de nitrógeno. Por último, los ésteres metílicos se disolvieron en 75 µl de 

disulfuro de carbono (CS2) como vehículo para su posterior análisis mediante 
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cromatografía de gases/espectrometría de masas (GC/MS, Gas Chromatography/Mass 

Spectrometry). 

 

3.7.3.- Condiciones cromatográficas 
 

La separación de los ésteres metílicos de ácidos grasos se llevó a cabo en una 

columna SP2330 (30 m x 0,25 mm x 0,20 µm) con un cromatógrafo de gases Hewlett-

Packard 6890 Serie II. Como detector se utilizó un espectrómetro de masas Hewlett-

Packard 5973A en modo de impacto iónico. El puerto de inyección se mantuvo a 220 ºC y 

el detector a 250 ºC; el programa de temperatura consistió en 100 ºC durante 2 minutos, 

subida de temperatura a 10 ºC/minuto hasta los 200 ºC, 5 ºC/minuto hasta los 240 ºC y, 

por último se mantuvo 10 minutos a 240 ºC. La identificación de los ésteres metílicos de 

los ácidos grasos se realizó por comparación con los correspondientes estándares. Los 

resultados se expresan como % respecto al total de lípidos. 

 

 

3.7.4.- Cálculo de los índices relacionados con la composición lipídica 
 

El cálculo de los diferentes índices se realizó según las siguientes expresiones: 

 

 El contenido de ácidos grasos saturados (SFA): 

SFA = [Σ%mol (8:0 + 10:0 + 11:0 + 12:0 + 13:0 + 14:0 + 15:0 + 16:0 + 

17:0 + 18:0 + 20:0 + 24:0)] 

 El contenido de ácidos grasos insaturados (UFA): 

UFA = [Σ%mol (16:1 + 18:1 + 18:2 + 18:3 + 18:4 + 20:1 + 20:2 + 20:3 + 

20:4 + 20:5 + 22:4 + 22:5 + 22:6)] 

 El contenido de ácidos grasos monoinsaturados (MUFA): 

MUFA = [Σ%mol (16:1 + 18:1 + 20:1 + 24:1)] 

 El contenido de ácidos grasos poliinsaturados (PUFA): 

PUFA = [Σ%mol (18:2 + 18:3 +18:4 + 20:2 + 20:3 + 20:4 + 20:5 + 22:4  + 

22:5 + 22:6 + 24:5 + 24:6)] 

 El contenido de ácidos grasos poliinsaturados de la serie omega 3     

(PUFAn-3): 

PUFA(n-3) = [Σ%mol (18:3 + 20:5 + 22:5n-3+ 22:6 + 24:5 + 24:6)] 
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 El contenido de ácidos grasos poliinsaturados de la serie omega 6          

(PUFAn-6): 

PUFA(n-6) = [Σ%mol (18:2 + 18:4 + 20:2 + 20:3+ 20:4 + 22:4 + 22:5n-6)] 

 La longitud media de la cadena (ACL): 

ACL = [(Σmol % total C8 x 8) + (Σmol % total C10 x 10) + (Σmol % total 

C11 x 11) + (Σmol % total C12 x 12) + (Σmol % total C13 x 13) + (Σmol % 

total C14 x 14) + (Σmol % total C15 x 15) + (Σmol % total C16 x 16) + 

(Σmol % total C17 x 17) + (Σmol % total C18 x 18) +  (Σmol % total C20 x 20) 

+ (Σmol % total C22 x 22) + (Σmol % total C24 x 24)]/100 

 El índice de dobles enlaces (DBI): 

DBI = [(1 x Σ%ácidos monoenoicos) + (2 x Σ%ácidos dienoicos) + (3 x 

Σ%ácidos trienoicos) + (4 x Σ%ácidos tetraenoicos) + (5 x Σ%ácidos 

pentaenoicos) + (6 x Σ%ácidos hexaenoicos)] 

 El índice de peroxidizabilidad lipídica (PI; Witting & Horwit, 1964): 

PI = [(0,025 x Σ%ácidos monoenoicos) + (1 x Σ%ácidos dienoicos) + (2 x 

Σ%ácidos trienoicos) + (4 x Σ%ácidos tetraenoicos) + (6 x Σ%ácidos 

pentaenoicos) + (8 x Σ%ácidos hexaenoicos)] 

 

 

3.8.- Determinación del daño oxidativo a proteínas 
 

3.8.1.- Extracción de proteínas 

 

Tras realizar la preparación de muestras y la separación de los lípidos, tal y como se 

indica en el apartado 3.7.1, se tomó la fase acuosa y se precipitaron las proteínas con ácido 

tricloroacético al 10 % (concentración en la mezcla de precipitación). La precipitación se 

aceleró mediante una centrifugación a 3.000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC. A 

continuación se redujeron las muestras incubándolas toda la noche con 1 ml de NaBH4 

(500 mM) disuelto en un tampón de ácido bórico 0,2 M, pH 9,2. A esta disolución se le 

añadió una gota de hexanol como agente antiespumante. Las proteínas se precipitaron de 

nuevo añadiendo 1 ml de ácido tricloroacético al 10% para seguidamente centrifugarlas 

otra vez a 3.000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC. Este último paso se repitió dos veces. 
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3.8.2.- Síntesis de los estándares internos 

 

Para la síntesis de los diferentes estándares internos (deuterados y no deuterados) se 

utilizaron los siguientes procedimientos. Así la Nε-(carboximetil)-lisina (CML) y la       

[2H4]-CML se sintetizaron a partir de la reacción del ácido glioxídico con                        

Nε-acetil[2H4]-lisina respectivamente, en presencia de cianoborohidruro sódico. La CML se 

aisló mediante cromatografía de intercambio iónico, comprobándose su estructura y 

homogeneidad por GC/MS y por análisis de aminoácidos (Knecht et al, 1991). La          

Nε-(carboxietil)-lisina (CEL) y la [2H4]-CEL se sintetizaron mediante la reacción de 

piruvato con formil-lisina y [2H4]-lisina, respectivamente, en presencia de cianoborohidruro 

sódico (relación molar 1:1:3) en tampón fosfato 0,2 M a pH 7,4 y 37 ºC durante 3 días 

(Ahmed et al, 1997). 

 

Para la síntesis de Nε-(malondialdehído)-lisina (MDAL) y [2H4]-MDAL fue necesario 

obtener previamente malondialdehído (MDA). El MDA se preparó inmediatamente antes 

de su uso por hidrólisis de su forma dimetilacetal con 1 ml de HCl 1 M durante 30 minutos 

a 37 ºC. A continuación se cuantificó midiendo la absorbancia a 245 nm, y utilizando su 

coeficiente de extinción molar (137.000 M-1 x cm-1). Para obtener MDAL o [2H4]-MDAL, 

se incubó lisina o [2H4]-lisina con una cantidad equimolecular de MDA en presencia de 

cianoborohidruro sódico en exceso (8 veces la cantidad de lisina o [2H4]-lisina) en tampón 

fosfato (0,2 M, pH 7,4 y 37 ºC) durante toda la noche (Requena et al, 1997). 

 

Los carbonilos proteicos específicos semialdehído glutámico (GSA) y semialdehído 

aminoadípico (AASA) se obtuvieron mediante el método descrito por Requena et al (2001). 

El ácido 5-hidroxi-2-aminovalérico (HAVA), producto de la reducción del GSA, se obtuvo 

de la purificación del éster del ácido 5-metilglutámico en una columna de intercambio 

iónico Dowex-50W seguido de precipitación con metanol. Para la preparación de d5-

HAVA se utilizaron 100 mg de ácido d5-2,3,3,4,4-L-glutámico, que se convirtió en el 

correspondiente éster metílico mediante el tratamiento con ácido metanólico-HCl. 

Después de la evaporación, el producto fue tratado como se describe para la preparación 

del HAVA. El ácido 6-hidroxi-2-aminocapronico (HACA), producto de la reducción del 

AASA se precipitó con metanol. El d4-AASA se preparó partiendo de 250 mg de           

D-L-lisina-4,4,5,5-d4·2HCl que se convirtieron a N-α-formil-d4-lisina. El producto se 

evaporó y se disolvió en 20 ml de agua. Tras ajustar el pH a 9,5 con NH4OH se añadieron 
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320 mg de nitroprusiato sódico, mientras se calentaba a 60 ºC durante 20 minutos y se 

ajustaba el pH cuando era necesario. La solución resultante se calentó durante 4 horas más 

ajustando nuevamente el pH. El producto de la reacción se filtró e hidrolizó con HCl 6 M 

durante 1 hora a 100 ºC. Después de la evaporación, el producto se disolvió en ácido 

fórmico (pH 2) y se filtró en una columna de intercambio iónico Dowex-50W. El 

producto final se precipitó con un pequeño volumen de metanol caliente. Las 

preparaciones de HAVA, d5-HAVA, AASA y d4-GSA se disolvieron en agua desionizada 

y se calibraron con una mezcla de aminoácidos.  

 

Las muestras y los estándares se analizaron por HPLC en un sistema Hewlett-

Packard Serie 110, después de su derivación automática con orto-ftalaldehído (OPA). El 

área media de los aminoácidos Ser, His, Gly, Thr, Arg, Ala, Tyr, Met y Val se utilizó para 

calcular la concentración de HAVA, d5-HAVA, HACA o d4-HACA en cada preparación. 

Los análisis se realizaron por triplicado para cada solución y se congelaron alícuotas a         

- 70 ºC para su posterior utilización (Requena et al, 2001). 

 

 

3.8.3.- Análisis de AASA, CEL, CML, MDAL y GSA 

 

Las concentraciones de GSA, AASA, CML, CEL y GSA se determinaron por 

cromatografía de gases/espectrometría de masas (GC/MS) según Pamplona et al (1999b, 

2000b). A las muestras reducidas se les añadieron los estándares internos deuterados 

marcados isotípicamente: d8-lisina (120 nmoles), d4-CML (474 pmoles), d4-CEL            

(432 pmoles), d8-MDAL (216 pmoles), d5-GSA (648 pmoles) y d4-AASA (140 pmoles). 

Las muestras se sometieron a hidrólisis añadiendo 1 ml de HCl 6 N e incubando a 155 ºC 

durante 30 minutos. Los hidrolizados obtenidos se rehidrataron en 1 ml de ácido 

trifluoroacético al 1 % y se aplicaron a columnas de extracción en fase sólida C-18 de 1 ml 

(Supelco), equilibradas previamente con el mismo solvente. Se recogió el primer ml eluído 

y los 2 ml adicionales de ácido trifluoroacético al 1 %, para posteriormente secarse al vacío. 

 

Los derivados N,O-trifluoroacetil metil ésteres del hidrolizado de proteínas se 

obtuvieron de la siguiente manera: primero se incubó la muestra en 1 ml de metanol:HCl al 

5% durante 30 minutos a 65 ºC seguido de evaporación bajo flujo de nitrógeno para 

obtener los esteres metílicos; seguidamente se incubaron los ésteres metílicos del 
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hidrolizado con 1 ml de ácido trifluoroacético anhidro durante 60 minutos a temperatura 

ambiente para obtener los derivados trifluoroacetil. A continuación el agente derivatizador 

se evaporó bajo flujo de nitrógeno para, por último, redisolver las muestras en 100 µl de 

cloruro de metileno y centrifugarlos a 800 g durante 5 minutos para eliminar los posibles 

precipitados. Los sobrenadantes se traspasaron a viales y se inyectaron alícuotas de 2 µl en 

el sistema de GC/MS para su análisis y cuantificación. 

 

 

3.8.4.- Condiciones cromatográficas 

 

Los análisis GC/MS se realizaron en un cromatógrafo Hewlett-Packard modelo 6890 

equipado con una columna capilar de 30 m HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) 

acoplado a un espectrómetro de masas modelo 5973A en modo de impacto iónico. El 

puerto de inyección se mantuvo a 275 ºC y el programa de temperaturas fue el siguiente: 5 

minutos a 110 ºC, 2 ºC/minuto hasta 150 ºC, 5 ºC/minuto hasta 240 ºC, 25 ºC/minuto 

hasta 300 ºC y al final se mantuvo la temperatura a 300 ºC durante 5 minutos. Para la 

cuantificación se utilizaron curvas patrón construidas a partir de la mezcla de estándares 

deuterados y no deuterados. 

 

Los análisis se realizaron mediante monitorización de iones específicos seleccionados 

previamente (SIM). Los analitos se detectaron por SIM-GC/MS. Los iones usados fueron 

lisina (con un m/z de 180) y d8-lisina (con un m/z de 187); GSA (con un m/z de 280) y   

d5-GSA (con un m/z de 285); AASA (con un m/z de 294) y d4-ASSA (con un m/z de 

298); CML (con un m/z de 392) y d4-CML (con un m/z de 396); CEL (con un m/z de 

379) y d4-CEL (con un m/z de 383); y MDAL (con un m/z de 474) y d8-MDAL (con un 

m/z de 482). Las concentraciones finales se expresaron en µmoles de GSA, AASA, CML, 

CEL o MDAL/mol lisina. 
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3.9.- Determinación de la concentración de los complejos I, II, III 

y IV de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, y 

de AIF 
 

La concentración de los complejos mitocondriales I y III, que contienen los 

generadores de radicales libres, y los complejos II y IV, que no producen ROS, y la 

concentración de AIF se determinó mediante el análisis de Western Blot (Pamplona et al, 

2005; Sanz et al, 2006a; y Caro et al, 2008). 

 

La concentración proteica se determinó por el método de Bradford (1976). Para 

realizar la inmunodetección se utilizó un anticuerpo monoclonal específico para las 

subunidades NDUFS3 (30 kDa) y NDUFA9 (39 kDa) del complejo I; la subunidad de    

70 kDa del complejo II; la proteína ferro-sulfurada de Rieske (29,6 kDa) y la subunidad II 

del núcleo (48,5 kDa) del complejo III y la subunidad I del complejo IV (57 kDa) 

(diluciones 1:2000, 1:2000, 1:500, 1:2000, 1:1000 y 1:1000, respectivamente, Molecular 

Probes, Invitrogen Ltd, UK) y anticuerpos monoclonales específicos para el segmento    

C-terminal (comprendido del aminoácido 593 al 613) de AIF (1:1000; Sigma, Madrid, 

España). Como control se utilizó un anticuerpo anti-porina (1:15000, Molecular Probes, 

Invitrogen Ltd, UK) para referir la cantidad total de las subunidades analizadas de los 

complejos I, II III y IV frente a la masa mitocondrial total, representada por la cantidad de 

porina. Se utilizó un anticuerpo secundario apropiado y un sustrato quimioluminiscente de 

la HRP (Millipore, MA, USA) para la detección del anticuerpo primario. La cuantificación 

y grabación de la señal fue realizada con un equipo ChemiDoc de BioRad. Los datos se 

expresan en unidades arbitrarias. 

 

 

3.10.- Determinación de la concentración de metionina,                

S-adenosilmetionina (SAM) y S-adenosilhomocisteína 

(SAH) por LC ESI-QTOF MS 
 

Metionina, SAM y SAH fueron detectadas y cuantificadas mediante cromatografía 

liquida acoplada a un espectrómetro de masas tipo cuadrupolo mas tiempo de vuelo (TOF, 

time of flight) funcionando en modo positivo de ionización electrospray (LC ESI-QTOF MS). 
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Se homogeneizaron 100 mg de tejido congelado en un mortero enfriado con nitrógeno 

líquido y se trasfirieron a un vial previamente pesado que contenía 200 µl de una solución 

compuesta por acetato amónico 0,1 %, ácido heptafluorobutirico 0,1 % y 440 pmoles de 

d3.Met deuterada (como estándar interno), pH 2,5. La mezcla se agitó vigorosamente 

durante 15 minutos y fue calentada a 80 ºC durante 5 minutos para precipitar las proteínas 

endógenas. Inmediatamente después, las muestras se enfriaron en hielo durante 2 minutos 

y fueron centrifugadas durante 15 minutos a 14.000 g para eliminar todas las partículas. 

Por último, los sobrenadantes se trasfirieron a Eppendorffs con filtro Whatman y se 

centrifugaron en una microfuga a 13.000 rpm durante 15 minutos. 

 

Las muestras fueron analizadas usando un sistema LC ESI-QTOF MS. Se inyectó 

una alícuota de 8 µl de cada muestra procesada en una columna C18 de fase reversa (Luna 

3n pFp(2), 100A, 150 x 2 mm ID, Phenomenex, CA, USA). Se usó un flujo de 200 µl/min 

con un solvente A compuesto de agua con un 0,1 % de ácido fórmico y un solvente B 

compuesto de un 95% de acetonitrilo y 5 % de agua conteniendo un 0,1 % de ácido 

fórmico. El gradiente se componía de varias fases: Solvente B al 0 % durante 5 minutos, 

seguidamente se incrementó gradualmente el porcentaje de solvente B hasta llegar al 100 % 

en un tiempo de 20 minutos para posteriormente, mantener el 100 % de solvente B 

durante 5 minutos. Finalmente se reequilibró a un 100 % de solvente A en un tiempo de   

6 minutos. Los datos fueron obtenidos en un modo positivo de electrospray funcionando 

en modo full-scan de 100 a 3000 m/z. El voltaje capilar fue de 3500 V con una pendiente 

de 1 scan/s. Se utilizó nitrógeno como gas nebulizador (flujo del gas, 5 l/min; temperatura 

del gas, 325 ºC). 

 

La cuantificación se realizó mediante curvas de estándares externos y estándares 

internos deuterados (d3-Met). Se observó linealidad en el rango de concentraciones 

estudiadas: 0,07-335 µM, 0,25-50 µM y 0,26-130 µM para metionina, SAM y SAH, 

respectivamente. Se utilizó el software para análisis de datos Masshunter para obtener los 

resultados y el software de análisis cualitativo Masshunter para la integración y la 

extracción de intensidades en los picos. Los valores m/z usados para la cuantificación 

fueron: 150,0533 m/z [M+H]+ para metionina; 399,14506 m/z [M+H]+ para SAM; 

385,12886 m/z [M+H]+ para SAH; y 153,07716 m/z [M+H]+ para d3-Met. Los resultados 

se expresaron como nmol/g de tejido. Se calculó la razón SAM/SAH, denominada 
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potencial de metilación, como parámetro cuantitativo de las reacciones de metilación 

intracelulares. 

 

 

3.11.- Ensayos in vitro de metionina, S- adenosilmetionina (SAM), 

S-adenosilhomocisteína (SAH) y homocisteína 
 

Para analizar el efecto in vitro de metionina, SAM, SAH y homocisteína se añadieron 

estos metabolitos tanto en la reacción de producción de  ROS, como en los ensayos de 

consumo de oxigeno, a distintas concentraciones dentro de los rangos fisiológicos (Harper, 

1968; Finkelstein & Martin, 1986; Regina et al, 1993; Troen et al, 2003; Devlin AM et al. 

2004; Melse-Boonstra et al., 2005; Verhoef et al, 2005; Velez-Carrasco et al, 2008).  

 

En el caso de las medidas de producción de ROS, los ensayos se realizaron tal y 

como se indica en el apartado 3.4 (Producción de ROS) de esta misma sección. Antes de 

iniciar la reacción con el sustrato, se añadieron: 30 µl ó 21 µl de metionina 5mM; 100 µl ó 

50 µl de SAM 7,5 mM; 100 µl ó 20 µl de SAH 7,5 mM; 20 µl ó 5 µl de homocisteína       

7,5 mM según correspondía. Ninguno de estos metabolitos presenta fluorescencia a estas 

concentraciones a las longitudes de onda de excitación y de emisión utilizadas. 

 

Para comprobar si los metabolitos, a las concentraciones utilizadas, interfieren con el 

método de detección de ROS, se realizaron ensayos con el sistema de glucosa-glucosa 

oxidasa con los distintos metabolitos, tal y como se indica en el apartado 3.4 (Producción 

de ROS) de esta misma sección. Ningún metabolito salvo la homocisteína interfirió con el 

sistema de detección. 

 

Para minimizar la interferencia de la homocisteína fue necesario realizar un ensayo 

directamente con H2O2. Para ello, a cada tubo se le añadieron: 1175 µl de medio de 

incubación (KCl 145 mM, MgCl2 3 mM, H2KPO4 5 mM, hepes 30 mM, EGTA 0,1 mM, 

albúmina de suero bovino al 0,1%, pH 7,4 ajustado a 37 ºC), 123 µl de HRPx (70 U/ml), 

38 µl de HMV (4 mM), y la concentración adecuada de homocisteína. Pasados 15 minutos 

a 37 ºC se añadieron 30 µl de H2O2 (75 µM). Tras una incubación de 3 minutos a 37 ºC, se 

añadieron 0,5 ml de una solución de glicina (glicina 2 M, EDTA 50 mM, NaOH 2,2 M). 

Los blancos llevaban todos estos elementos excepto el metabolito y el H2O2. A 
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continuación se realizaron las medidas de fluorescencia tal y como se indica en el apartado 

3.4 (Producción de ROS) de esta misma sección. La fluorescencia corregida de los ensayos 

con homocisteína se obtuvo según la siguiente expresión: 

 

 
 HCysOHF

OHFFMFC



22

22  

 

Donde: 

FC = Fluorescencia corregida en presencia de homocisteína. 

FM = Fluorescencia medida en presencia de homocisteína. 

F(H2O2) = Fluorescencia del ensayo con peroxido de hidrógeno. 

F(H2O2 + HCys) = Fluorescencia del ensayo con peroxido de hidrógeno en 

presencia de homocisteína. 

 

Esta fluorescencia corregida se utilizó en la formula del apartado 3.4 (Producción de 

ROS) para calcular la producción de ROS en nmol/(min x mg proteína). 

 

En el caso de las medidas de consumo de O2, se siguió el protocolo tal y como se 

indica en el apartado 3.3 (Consumo de oxígeno) de esta misma sección salvo que, antes de 

iniciar el ensayo con el sustrato, se añadieron: 10 µl de metionina (5 mM), 33,3 µl de SAM 

(7,5 mM), 33,3 µl de SAH (7,5 mM), ó 26,7µl de homocisteína (7,5 mM), según 

correspondiera. 

 

 

3.12.- Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-

PCR) 

 

3.12.1.- Aislamiento de núcleos 

 

Los núcleos de los hepatocitos fueron purificados mediante bandeo isopícnico en un 

medio isoosmótico y no iónico usando un gradiente de centrifugación OptiPrep (Graham 

et al, 1994). El hígado fue homogeneizado en 3 ml de medio de homogeneización (sacarosa 

0,25 M, KCl 25 mM, MgCl2 5 mM, tricina-KOH 20 mM, pH 7,8) por g de tejido. Se 

mezclaron 3 ml de este homogenado en proporción 1:1 con una solución de trabajo (KCl 
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150 mM, MgCl2 30 mM, tricina-KOH 120 mM, pH 7,8) que contenía un 50% (p/v) de 

OptiPrep. La muestra fue transferida a un tubo de centrifuga y mediante carga inferior se 

generó un gradiente con una capa compuesta por 5 ml de una solución de OptiPrep al 

30 % más otra capa formada por 5 ml de OptiPrep al 35 % en el fondo del tubo. Después 

de centrifugar la muestra a 10.000 g durante 20 minutos en un rotor de ángulo variable se 

recogió la banda de núcleos de la interfase formada entre las capas de OptiPrep al 30 y al 

35 % (figura 27). 

 

 

 
 
Figura 27: Centrifugación en gradiente con Optiprep para la obtención de núcleos puros. 

 

El material recuperado de la interfase de OptiPrep fue más del 90 % del ADN total y 

no presentaba contaminantes discernibles mediante microscopia de contraste de fases. 

Para descartar la presencia de mitocondrias contaminantes se midió la actividad de la 

succinato deshidrogenasa, como marcador mitocondrial, en el homogeneizado inicial y en 

la solución final de núcleos purificados. Con este objetivo 50 µl de cada fracción de las 

muestras se mezclaron con 0,3 ml de succinato sódico (0,01 M) en tampón fosfato (0,05 M, 

pH 7,5). Después de una incubación de 10 minutos a 37 ºC se añadió 0,1 ml de violeta de 

p-iodonitrotetrazolium (2,5 mg/ml) tras lo cual se realizó otra incubación de 10 minutos a   

37 ºC. La reacción se detuvo con la adición de 1 ml de etilacetato:etanol:ácido 

tricloroacético 5:5:1 (v/v/p) seguida de una centrifugación en una microfuga a 13.000 rpm 

durante 1 minuto, después de la cual se midió la absorbancia a 490 nm. Para los cálculos se 

utilizó el coeficiente de extinción molar del violeta de p-iodonitrotetrazodium              

(19.300 M-1 cm-1). Los núcleos de células de hígado de rata aisladas estaban libres de 

contaminación mitocondrial (menos de 0,06% y 0,08% en animales jóvenes y viejos 

respectivamente). 
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3.12.2.- PCR en tiempo real 

 

El ADNn fue aislado a partir de los núcleos purificados mediante centrifugación a 

1.000 g, extracción con cloroformo y precipitación en etanol siguiendo el método de Loft 

& Poulsen (1999). La PCR se realizó usando el kit de ADN polimerasa Tth. La 

cuantificación en tiempo real de citocromo c oxidasa III (COX III) y RNA ribosómico 16S 

(RNAr 16S) en relación con la gliceraldehido-3 P-dehidrogenasa (GAPDH) fue realizada 

usando el ensayo SYBR Green I y se evaluó mediante un sistema de detección iCycler. Los 

cDNAs objetivo se amplificaron mediante el siguiente procedimiento: 10 minutos a 95 ºC, 

40 ciclos de desnaturalización a 95 ºC durante 30 segundos, seguido de enfriamiento y 

extensión a 62 ºC durante 1 minuto por ciclo. El incremento de la fluorescencia fue 

medido en tiempo real durante la fase de extensión. El umbral del ciclo (Ct) fue 

determinado y la expresión génica relativa fue reflejada como nivel de cambio=2-Δ(ΔCt). Los 

primers específicos utilizados se muestran en la tabla 3. 

 

Tabla 3: Primers utilizados en la RT-PCR 
 

  Secuencia de 5’ a 3’ 
COX III Directo 5’-GGAACATACCAAGGCCAC-3’ 
 Reverso 5’-GAGCCGTAAATTCCGTCTG-3’ 
RNAr 16S Directo 5’-GACGAGAAGACCCTATGGAG-3’ 
 Reverso 5’-AGAAACCGACCTGGATTGC-3’ 
GAPDH Directo 5’-CCTGGAGAAACCTGCCAAGTATG-3’ 
 Reverso 5’-GGTCCTCAGTGTAGCCCA AGATG-3’ 

  
COX III = citocromo c oxidasa III, RNAr 16S = RNA ribosómico 16S, GAPDH = 
gliceraldehido-3 P-dehidrogenasa 

  

 

3.13.- Hibridación in situ con fluorescencia (FISH) 
 

3.13.1.- Aislamiento de hepatocitos de rata 

 

Los hepatocitos de rata se aislaron mediante un método de perfusión con   

colagenasa A (Romero & Viña, 1983). Las células se lavaron para eliminar la colagenasa 

mediante dos ciclos de centrifugación a 50 g durante 5 minutos tras los cuales se 

resuspendieron en medio William E (L-glutamina 2 mM, insulina 100 nM, dexametasona 

100 nM y suero bovino fetal 2 %). Se obtuvo una subpoblación de hepatocitos de alta 
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viabilidad (> 96 %) mediante centrifugación en gradiente de densidad discontinuo de 

Percoll generado in situ (Pertoft et al, 1977). El gradiente consistió en una suspensión de 

células (3x106 células/ml) sobre una solución de Percoll isotónica (1,07 g/ml) en una 

proporción 1:2. Posteriormente se centrifugó durante 25 min a 15.000 g a 4 ºC con un 

rotor de ángulo fijo. El tubo de equilibrado contenía un marcador de densidad (rango de 

densidad 1,033-1,152 g/ml) que se utilizó como marcador del gradiente formado. Los 

hepatocitos no viables y otros tipos celulares permanecieron en la parte superior del 

gradiente, mientras que los hepatocitos viables formaron una banda en la posición 

correspondiente a las densidades entre 1,07 y 1,09 g/ml. Los hepatocitos viables fueron 

recogidos del gradiente, y para liberarlos del Percoll se lavaron con medio de hepatocitos 

en dos ciclos de centrifugación de 5 minutos a 50 g. 

 

 

3.13.2.- FISH cuantitativo 

 

Las suspensiones celulares de hepatocitos aislados de rata fueron lavadas con PBS 

durante 5 minutos, centrifugadas durante 10 minutos a 1.000 g y posteriormente 

resuspendidas y fijadas durante 15 minutos en paraformaldehido al 4 % tamponado con 

PBS. Seguidamente las suspensiones celulares fueron centrifugadas a 1.000 g durante        

10 minutos. Se realizaron 3 lavados con PBS y se guardaron a 4 ºC. Los portaobjetos 

fueron cubiertos con poli L-lisina, tras lo cual la suspensión celular se dejó caer sobre ellos. 

Los portaobjetos fueron deshidratados con etanol al 100 % y secados con llama de 

mechero de alcohol. Las siguientes secuencias repetitivas de ADN fueron utilizadas como 

sondas: 

 

 El ADNmt que fue marcado mediante traducción nick con biotina-16-dUTP 

usando un kit de traducción nick. 

 Secuencias de telómero de vertebrados (TTAGGG) que fueron marcadas con 

digoxigenina-11-dUTP.  

 

Los portaobjetos fueron incubados con RNasa A (1 µg/ml) en 2xSSC durante 1 hora 

a 37 ºC, tras lo cual fueron aclarados dos veces durante 5 minutos en 2xSSC. A 

continuación, fueron incubados en pepsina al 0,1 % durante 20 minutos a 37 ºC con 

agitación suave, lavados dos veces con PBS durante 5 minutos y aclarados de nuevo           
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5 minutos en 2xSSC. Seguidamente fueron fijados durante 10 minutos a temperatura 

ambiente con una solución de paraformaldehido al 4 % en 1xSSC, lavados 3 veces más en 

2xSSC durante 5 minutos, deshidratados secuencialmente en series de soluciones de etanol 

al 70 %, 95 % y 100 % de 3 minutos en cada una y finalmente secados al aire. 

 

La mezcla de hibridación (2 ng/ml de ADN correspondiente a cada sonda y 

formamida al 70 % (v/v) en 2xSSC) fue hervida durante 10 minutos y colocada en hielo 

durante 7 minutos. A continuación, esta mezcla de hibridación fue añadida a los 

portaobjetos con las muestras y éstos fueron colocados en una placa a 72 ºC durante          

5 minutos. La hibridación fue realizada durante toda la noche a 37 ºC.  

 

Después de la hibridación, se realizaron varios lavados posthibridación con 2xSSC a 

72 ºC. Las señales inespecíficas fueron eliminadas mediante aclarado en solución 

bloqueante 4B a 37 ºC durante 35 minutos. La detección de la sonda marcada con biotina 

fue realizada mediante un conjugado de avidina con Cy3, mientras que la detección de las 

sondas con marcado de digoxigenina se realizó de forma indirecta con antidigoxigenina de 

ratón. Como anticuerpo secundario se utilizó anti-mouse conjugado con fluoresceína 

isotiocinato (FITC). Después los portas fueron lavados en tampón de detección (4xSSC, 

0,2 % Tween 20) y contramarcados con 4',6-diamidina-2-fenilindol (DAPI). Por último, 

estos portas fueron montados en Vectashield (vector H 1000). 

  

Se analizaron 3 ratas jóvenes y 3 viejas. Se montaron 3 portas por individuo y se 

observaron un total de 20 núcleos por portaobjeto bajo un microscopio equipado con un 

eje Z motorizado. Las imágenes se captaron con una cámara digital usando el software de 

análisis Soft Imaging System, Olympus. La imágenes rojas y verdes fueron captadas con las 

mismas condiciones de contraste y brillo cada 0,38 micras en el eje Z. Las figuras 

mostradas fueron procesadas con el software de Adobe Photoshop 7.0 para mejorar el 

brillo y el contraste. 

 

La cuantificación fue realizada con el programa ImageJ. Para medir el área total del 

núcleo se delimitó la región de interés (ROI) en las imágenes 2D siguiendo el contorno de 

los núcleos marcados con DAPI. Las áreas fueron medidas en pixels y transformadas en 

micras cuadradas de acuerdo con la configuración de la cámara y el microscopio y 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Para las medidas de intensidad de fluorescencia, 
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se le dio a cada pixel en la escala de grises de 16 bits, un número entre el 0 y el 65535. Este 

número corresponde con los niveles de gris, siendo el 0 la ausencia de fluorescencia y el 

65535 la fluorescencia máxima. Se utilizó el software de procesamiento 3D object counter 

para medir el área y la intensidad de las áreas del ADNmt y del telómero, así como el 

número de señales en cada núcleo. Un conjunto de imágenes consecutivas cubriendo todo 

el núcleo fueron analizadas por separado del resto de las series Z para minimizar la 

superposición de señales de fluorescencia procedente de núcleos adyacentes. La 

herramienta 3D object counter contó el número de objetos 3D en los conjuntos de imágenes 

y mostró el volumen, la superficie y la intensidad de cada objeto. La intensidad del 

volumen era la suma de los valores de cada pixel en cada señal del conjunto. Se encontró 

una correlación positiva (r = 0,98) entre el volumen y el área medidos con las señales de 

ADNmt y de telómero. De este modo, los datos mostrados correspondieron a los valores 

de la señal del área medida en pixels y transformada a micras cuadradas. 

 

 

3.14.- Métodos estadísticos 
 

A partir de los datos de la presente tesis se calcularon las características muestrales y 

se realizaron los análisis estadísticos. 

 

 

3.14.1.- Características muestrales 

 

De cada conjunto de datos se obtuvieron los siguientes parámetros: 

 

 Media aritmética: 

n
X

X
n

i  1  

 Desviación típica de la media: 

 
1

1
1 


  

 n
XX i

n

i
n  
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 Error estándar de la media: 

n
SEM 1-n  

 

 

3.14.2.- Análisis estadísticos 

 

El análisis de los datos de los experimentos de suplementación de metionina in vivo e 

in vitro, se realizó mediante la prueba estadística de la T de Student. Tanto esta prueba 

como la obtención de los parámetros estadísticos fueron realizados mediante el paquete 

estadístico Statgraphics Plus 5.0. 

 

Para realizar el análisis de datos de la RT-PCR en tiempo real se utilizó el ANOVA 

de una vía. Este análisis y la obtención de los parámetros estadísticos fueron realizados 

mediante el paquete de software comercial Kaleida Graph 3.6 Software. 

 

En el caso del análisis de los datos del FISH cuantitativo se utilizó también el 

ANOVA de una vía. Tanto este análisis como la obtención de los parámetros estadísticos 

fue realizado mediante el paquete estadístico Statgraphics Plus 5.0. 

 

El nivel mínimo de significación fue 0,05 en todos los casos. El grado de 

significación se representó como: * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001). 
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1.- SUPLEMENTACIÓN DE METIONINA 
 

1.1.- Suplementación de metionina en la dieta a largo plazo 
 

1.1.1.- Peso de los animales 

 

No se observaron diferencias significativas en el peso de los animales al inicio del 

tratamiento experimental. El peso de los animales se controló semanalmente durante todo 

el tratamiento y no se observaron diferencias significativas entre el peso del grupo control 

y del grupo suplementado con metionina (MetSup) en ningún momento (figura 28). 

 

 
 
Figura 28: Evolución del peso corporal de los animales a lo largo del tratamiento. 

 

 

1.1.2.- Consumo mitocondrial de oxígeno  

 

 Hígado 

 

Las medidas de la tasa de consumo de oxígeno se realizaron en ausencia (estado 4) y 

en presencia (estado 3) de ADP en mitocondrias de hígado aisladas a partir de animales 

controles y animales sometidos a suplementación con metionina. Las pruebas se hicieron 

en presencia de sustratos del complejo I (piruvato/malato y glutamato/malato) y del 

complejo II (succinato) de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (tabla 4). 
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Tabla 4: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la tasa de consumo de 
oxígeno en mitocondrias de hígado (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 Control MetSup 

Pir/mal (estado 4)         7,8 ± 1,0          6,6 ± 0,7 

Pir/mal + ADP (estado 3)       19,5 ± 2,4***b        21,0 ± 2,3***b 

Glut/mal (estado 4)         9,4 ± 0,8        10,3 ± 0,8 

Glut/mal + ADP (estado 3)       72,1 ± 5,3***b        93,3 ± 6,3*a ,***b 

Succ + Rot (estado 4)       26,2 ± 2,0        29,9 ± 1,6 

Succ + Rot + ADP (estado 3)     100,9 ± 9,1***b      121,7 ± 3,3*a ,***b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal), glutamato/malato 
(Glut/mal) o succinato (Succ) como sustrato, respectivamente. Los ensayos con succinato se 
realizaron en presencia de rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). Los 
superíndices indican diferencias significativas: a respecto al control, b respecto al consumo de 
oxígeno en estado 4.  * (p < 0,05); *** (p < 0,001). 

 

La adición de ADP estimuló el consumo de oxígeno mitocondrial en todos los casos, 

indicando el buen estado de las mitocondrias aisladas. Al comparar la intensidad del 

consumo de oxígeno entre grupos experimentales, no se encontraron diferencias 

significativas exceptuando el incremento de consumo en estado 3 observado en el grupo 

suplementado con metionina utilizando glutamato/malato o succinato en presencia de 

rotenona como sustrato.  

 

No se encontraron diferencias significativas entre grupos experimentales en los 

índices de control respiratorio (RCI). En todos los casos el valor del RCI indicó el buen 

estado de las mitocondrias aisladas (tabla 5), presentando dicho parámetro los valores más 

elevados con glutamato/malato como sustrato. 
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Tabla 5: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre el índice de control 
respiratorio (RCI) en mitocondrias de hígado. 
 

 Control MetSup  

Pir/mal 3,0 ± 0,5 3,2 ± 0,2 

Glut/mal 8,0 ± 0,7 9,5 ± 0,7 

Succ + Rot 3,8 ± 0,1 4,1 ± 0,2 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal), glutamato/malato 
(Glut/mal) o succinato (Succ) como sustrato, respectivamente. Los ensayos con succinato se 
realizaron en presencia de rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 

 Corazón 

 

Las medidas se realizaron en las mismas condiciones que en el caso del hígado, con 

la salvedad de que sólo se utilizó piruvato/malato como sustrato del complejo I (tablas 6). 

Se observó un incremento significativo del consumo de oxígeno en el estado 3 tras la 

adición de ADP confirmando también en este caso el buen estado de las mitocondrias. 

 
Tabla 6: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la tasa de consumo de 
oxígeno en mitocondrias de corazón (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 Control MetSup 

Pir/mal (estado 4)       28,4 ± 4,7      23,4 ±  1,7 

Pir/mal + ADP (estado 3)       77,2 ± 5,4***b      71,0 ±  6,1***b 

Succ + Rot (estado 4)       85,8 ± 9,4    112,9 ±  9,5*a 

Succ + Rot + ADP (estado 3)     112,1 ± 5,3***b    140,3 ± 10,7*a,***b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) o succinato (Succ) 
como sustrato, respectivamente. Los ensayos con succinato se realizaron en presencia de 
rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). Los superíndices indican 
diferencias significativas: a respecto al control, b respecto al consumo de oxígeno en estado 4.   
* (p < 0,05); *** (p < 0,001). 

 

Tanto en estado 3 como 4, utilizando succinato como sustrato del complejo II, se 

observó un incremento del consumo de oxígeno del grupo suplementado con metionina 

frente al grupo control. Por lo tanto, el tratamiento sólo afectó al consumo de oxígeno 
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cuando los electrones entraron en la cadena de transporte a través del complejo II      

(tabla 6). 

 

No se encontraron diferencias significativas entre los RCI de los dos grupos 

experimentales (tabla 7). En todos los casos el valor del RCI indicó el buen estado de las 

mitocondrias. 

 

Tabla 7: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre el índice de control 
respiratorio (RCI) en mitocondrias de corazón. 
 

 Control MetSup  

Pir/mal 3,0 ± 0,4 3,1 ± 0,3 

Succ + Rot 1,3 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) o succinato (Succ) 
como sustrato, respectivamente. Los ensayos con succinato se realizaron en presencia de 
rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 

 Cerebro 

 

No se observaron diferencias significativas entre grupos experimentales en ningún 

caso (tabla 8), aunque la adición de ADP estimuló como siempre el consumo de oxígeno 

mitocondrial confirmando la funcionalidad de las mitocondrias cardiacas. 

 

Tampoco se observaron diferencias significativas entre los RCI de los dos grupos 

experimentales (tabla 9), en este órgano. De nuevo, los valores de RCI confirmaron el 

buen estado de las mitocondrias. 
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Tabla 8: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la tasa de consumo de 
oxígeno en mitocondrias de cerebro (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 Control MetSup  

Pir/mal (estado 4) 11,2 ± 1,7 13,8 ± 1,9 

Pir/mal + ADP (estado 3)   23,1 ± 3,0*b     26,9 ± 4,8**b 

Glut/mal (estado 4) 11,5 ± 2,1 14,5 ± 2,2 

Glut/mal + ADP (estado 3)    23,6 ± 4,1**b     25,7 ± 2,8**b 

Succ + Rot (estado 4) 15,8 ± 1,6 17,1 ± 2,1 

Succ + Rot + ADP (estado 3)   24,0 ± 2,0*b     26,1 ± 2,0***b 

  
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal), glutamato/malato 
(Glut/mal) o succinato (Succ) como sustrato, respectivamente. Los ensayos con succinato se 
realizaron en presencia de rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8).      
b indica diferencias significativas respecto al consumo de oxígeno en estado 4. * (p < 0,05);        
** (p < 0,01); *** (p < 0,001). 

 

Tabla 9: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre el índice de control 
respiratorio (RCI) en mitocondrias de cerebro. 
 

 Control MetSup  

Pir/mal 2,1 ± 0,2 1,9 ± 0,2 

Glut/mal 2,1 ± 0,1 1,9 ± 0,1 

Succ + Rot 1,6 ± 0,1 1,6 ± 0,1 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal), glutamato/malato 
(Glut/mal) o succinato (Succ) como sustrato, respectivamente. Los ensayos con succinato se 
realizaron en presencia de rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 

 Riñón 

 

En el caso del riñón, sólo se utilizó glutamato/malato como sustrato del complejo I y 

tampoco en este órgano se encontraron diferencias significativas al comparar el consumo 

de oxígeno mitocondrial (tabla 10) o el RCI (tabla 11) entre grupos experimentales. 

También en este órgano los valores de este último parámetro indicaron el buen estado de 

las mitocondrias. 
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Tabla 10: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la tasa de consumo de 
oxígeno en mitocondrias de riñón (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 Control MetSup  

Glut/mal (estado 4)  23,2 ±   4,2        23,8 ±   2,4 

Glut/mal + ADP (estado 3)       88,1 ± 13,4***b      91,7 ± 13,4***b 

Succ + Rot (estado 4)   55,6 ± 11,6        74,4 ± 11,6 

Succ + Rot + ADP (estado 3)    148,1 ± 27,0**b    196,6 ± 24,7***b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) o succinato (Succ) 
como sustrato, respectivamente. Los ensayos con succinato se realizaron en presencia de 
rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). b indica diferencias 
significativas respecto al consumo de oxígeno en estado 4. ** (p < 0,01); *** (p < 0,001). 

 

Tabla 11: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre el índice de control 
respiratorio (RCI) en mitocondrias de riñón. 
 

 Control MetSup  

Glut/mal 4,0 ± 0,2 4,0 ± 0,3 

Succ + Rot 2,8 ± 0,2 2,8 ± 0,1 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato glutamato/malato (Glut/mal) o 
succinato (Succ) como sustrato, respectivamente. Los ensayos con succinato se realizaron en 
presencia de rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 

1.1.3.- Producción mitocondrial de radicales libres de oxígeno (ROS) 

 

 Hígado 

 

Las pruebas de producción de ROS se hicieron en presencia de sustratos del 

complejo I (piruvato/malato y glutamato/malato) y del complejo II (succinato) de la 

cadena de transporte de electrones mitocondrial. Se utilizó rotenona (inhibidor del 

complejo I) con los sustratos del complejo I para estudiar la producción máxima de 

radicales libres por parte de dicho complejo, y antimicina A (AA; inhibidor del       

complejo III) con el sustrato del complejo II para estudiar la producción máxima de 
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radicales libres por parte del complejo III. Todas las medidas de producción mitocondrial 

de radicales libres se realizaron en ausencia de ADP (estado 4). 

 

El grupo MetSup mostró un incrementó significativo de la producción basal de ROS 

respecto al grupo control sólo cuando se utilizó piruvato/malato como sustrato (figura 29, 

30). 

 

 
 
Figura 29: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la producción de ROS 
(nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en estado 4 de mitocondrias de hígado. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) o glutamato/malato 
(Glut/mal) como sustrato, respectivamente. Los ensayos se realizaron en presencia y ausencia 
de rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). Los superíndices indican 
diferencias significativas: a respecto al control, b respecto a la producción sin rotenona.             
* (p < 0,05); *** (p < 0,001).  

 

En todos los casos la adición de rotenona incrementó la producción mitocondrial de 

ROS al utilizar sustratos del complejo I. Los animales pertenecientes al grupo MetSup 

presentaron un incremento significativo de la producción mitocondrial de radicales libres 

al utilizar ambos sustratos del complejo I en presencia de rotenona con respecto al grupo 

control (figura 29). 

 

Los ensayos de producción de ROS cuando las mitocondrias fueron suplementadas 

con succinato, sustrato del complejo II, fueron realizados en presencia y ausencia de 

rotenona, no encontrándose diferencias significativas entre grupos experimentales      

(figura 30). Cuando no se utilizaba rotenona en el ensayo se incrementaba la producción de 

ROS posiblemente por un transporte reverso de electrones desde el complejo II al I. 
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Figura 30: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la producción de ROS 
(nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en estado 4 de mitocondrias de hígado. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con succinato (Succ) como sustrato en ausencia o en 
presencia de rotenona (Rot) y de antimicina A (AA). Los valores representan la media ± SEM  
(n = 8). b indica diferencias significativas respecto a la producción con rotenona.   *** (p < 
0,001). 

 

También se realizaron ensayos en mitocondrias suplementadas con succinato, 

añadiendo antimicina A para comprobar la producción máxima de ROS del complejo III 

(empleando succinato como sustrato y rotenona). En este caso se observó un incremento 

significativo de la producción de ROS (figura 30), aunque tampoco se observaron 

diferencias entre grupos experimentales. 

 

Todos estos resultados de producción de ROS parecen indicar que el tratamiento 

incrementa la producción de radicales libres a nivel del complejo I en mitocondrias de 

hígado. 

 

 

 Corazón 

 

En este órgano, el único sustrato del complejo I utilizado fue piruvato/malato. No se 

observaron diferencias significativas entre grupos experimentales en la producción 

mitocondrial de ROS con ninguno de los sustratos e inhibidores empleados (figura 31, 32). 
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Figura 31: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la producción de ROS 
(nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en estado 4 de mitocondrias de corazón. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) como sustrato. Los ensayos 
se realizaron en presencia y ausencia de rotenona (Rot). Los valores representan la             
media ± SEM (n = 8). b indica diferencias significativas respecto a la producción sin rotenona. 
*** (p < 0,001). 

 

 
 
Figura 32: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la producción de ROS 
(nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en estado 4 de mitocondrias de corazón. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con succinato (Succ) como sustrato en presencia o ausencia 
de rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). c indica diferencias 
significativas respecto a la producción con rotenona. * (p < 0,05). 

 

La adición de rotenona, inhibidor del complejo I mitocondrial, a los ensayos con  el 

sustrato del complejo I (piruvato/malato) supuso un incremento significativo de la 

producción de ROS (figura 31). Cuando se utilizó succinato como sustrato para los 

ensayos de producción de ROS, se observó un incremento de dicha producción de ROS 

cuando no se añadía rotenona al ensayo posiblemente por un transporte reverso de 

electrones desde el complejo II al I (figura 32). 
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 Cerebro 

 

Al igual que en el caso del corazón, no se observaron diferencias significativas en la 

producción mitocondrial de ROS entre grupos experimentales con ninguno de los 

sustratos e inhibidores empleados (figura 33, 34). 

 

 
 
Figura 33: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la producción de ROS 
(nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en estado 4 de mitocondrias de cerebro. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) o glutamato/malato 
(Glut/mal) como sustrato, respectivamente. Los ensayos se realizaron en presencia y ausencia 
de rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). b indica diferencias 
significativas respecto a la producción sin rotenona. *** (p < 0,001). 

 

La adición de rotenona, inhibidor del complejo I mitocondrial, a los ensayos con 

piruvato/malato o con glutamato/malato mostró un incremento significativo de la 

producción de ROS con respecto a los ensayos sin rotenona (figura 33). Igualmente, 

cuando se añadía antimicina A (junto con rotenona) al ensayo con succinato, se observaba 

un gran incremento de la producción de ROS, aunque seguían sin observarse diferencias 

entre grupos experimentales (figura 34). 

 

Cuando no se añadía rotenona en los ensayos del sustrato del complejo II se 

incrementaba la producción de ROS, posiblemente por un transporte reverso de electrones 

desde el complejo II al I (figura 34). 
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Figura 34: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la producción de ROS 
(nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en estado 4 de mitocondrias de cerebro. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con succinato (Succ) como sustrato en ausencia o en 
presencia de rotenona (Rot) y de antimicina A (AA). Los valores representan la media ± SEM  
(n = 8). c indica diferencias significativas respecto a la producción con rotenona.                   
*** (p < 0,001). 

 

 

 Riñón 

 

En el caso del riñón sólo se utilizó glutamato/malato como sustrato del complejo I y, 

al igual que ocurrió en el cerebro y el corazón, no se observaron diferencias significativas 

entre grupos experimentales en la producción mitocondrial de ROS, con ninguno de los 

sustratos e inhibidores empleados (figura 35, 36). 

 

La adición de rotenona a los ensayos con el sustrato del complejo I 

(glutamato/malato) mostró un incremento significativo la producción de ROS (figura 35). 

Igualmente, cuando se añadía antimicina A (junto con rotenona) al ensayo con el sustrato 

del complejo II (succinato), se observaba un gran incremento de la producción de ROS, 

aunque seguían sin observarse diferencias entre grupos experimentales (figura 36). 

 

Al igual que en los órganos anteriores, cuando no se añadía rotenona al ensayo con 

succinato como sustrato se observaba un incremento significativo de la producción de 

ROS, posiblemente por un transporte reverso de electrones desde el complejo II al I 

(figura 36). 
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En los ensayos realizados en mitocondrias suplementadas con succinato añadiendo 

antimicina A, también se observó un incremento significativo de la producción de ROS 

(figura R9). 

 

 
 
Figura 35: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la producción de ROS 
(nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en estado 4 de mitocondrias de riñón. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) como sustrato. Los 
ensayos se realizaron en presencia y ausencia de rotenona (Rot). Los valores representan la  
media ± SEM (n = 8). b indica diferencias significativas respecto a la producción sin rotenona.           
** (p < 0,01); *** (p < 0,001). 

 

 
 
Figura 36: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la producción de ROS 
(nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en estado 4 de mitocondrias de riñón. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con succinato (Succ) como sustrato en ausencia o en 
presencia de rotenona (Rot) y de antimicina A (AA). Los valores representan la media ± SEM  
(n = 8). c indica diferencias significativas respecto a la producción con rotenona. * (p < 0,05); 
*** (p < 0,001). 
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1.1.4.- Fuga de radicales libres de oxígeno (% FRL) 

 

 Hígado 

 

La fuga de radicales libres (% FRL) representa el porcentaje de electrones que se 

escapan de la cadena respiratoria mitocondrial dando lugar a los ROS. Se observó un 

incremento significativo de dicha % FRL en el grupo suplementado con metionina frente 

al grupo control sólo cuando se utilizó  piruvato/malato como sustrato (figura 37). 

 

 
 
Figura 37: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la fuga de ROS         (% 
FRL) en mitocondrias de hígado. Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato 
(Pir/mal), glutamato/malato (Glut/mal) o succinato (Succ) como sustrato, respectivamente. Los 
ensayos con succinato se realizaron en presencia de rotenona (Rot). Los valores representan la 
media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al control. *(p < 0,05). 

 

 

 Corazón 

 

No se observaron diferencias significativas entre grupos experimentales con ninguno 

de los sustratos empleados (figura 38). 

 

 

 Cerebro 

 

Tampoco en este órgano se observaron diferencias significativas entre grupos 

experimentales con ninguno de los sustratos empleados (figura 39).  
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Figura 38: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la fuga de ROS         (% 
FRL) en mitocondrias de corazón. Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato 
(Pir/mal) o succinato (Succ) como sustrato, respectivamente. Los ensayos con succinato se 
realizaron en presencia de rotenona (Rot). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 
 
Figura 39: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la fuga de ROS         (% 
FRL) en mitocondrias de cerebro. Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato 
(Pir/mal), glutamato/malato (Glut/mal) o succinato (Succ) como sustrato, respectivamente. Los 
ensayos con succinato se realizaron en presencia de rotenona (rot). Los valores representan la 
media ± SEM (n = 8). 

 

 

 Riñón 

 

En el caso del riñón, al igual que ocurrió en el corazón y el cerebro, tampoco se 

observaron diferencias significativas del % FRL entre el grupo control y el suplementado 

con metionina con ninguno de los sustratos utilizados (figura 40). 
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Figura 40: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la fuga de ROS         (% 
FRL) en mitocondrias de riñón. Las mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato 
(Glut/mal) o succinato (Succ) como sustrato, respectivamente. Los ensayos con succinato se 
realizaron en presencia de rotenona (Rot). Los valores representan la          media ± SEM (n = 
8). 

 

 

1.1.5.- Daño oxidativo al ADN mitocondrial 

 

 Hígado 

 

La suplementación de metionina en dieta aumentó el daño oxidativo al ADNmt en el 

caso del hígado, observándose un incremento significativo de los niveles de 8-oxodG en el 

grupo MetSup respecto al control (figura 41). 

 

 

 Corazón 

 

En el caso del corazón y al contrario de lo observado en el hígado, no se apreciaron 

diferencias significativas entre grupos experimentales (figura 42). 
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Figura 41: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre el daño oxidativo al 
ADNmt (8-oxodG/105 x dG) de hígado. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a 
indican diferencias significativas respecto al control. *(p < 0,05). 

 

 

 
 
Figura 42: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre el daño oxidativo al 
ADNmt (8-oxodG/105 x dG) de corazón. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 

 Cerebro 

 

Tal y como se puede ver en la figura 43 la suplementación de metionina en la dieta 

no se tradujo en un incremento del daño oxidativo al ADNmt en el caso del cerebro. 
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Figura 43: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre el daño oxidativo al 
ADNmt (8-oxodG/105 x dG) de cerebro. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 

 Riñón 

 

Al igual que en el caso del corazón y del cerebro, cuando analizamos el daño 

oxidativo al ADNmt en el riñón no se observaron diferencias significativas entre el grupo 

suplementado con metionina y el grupo control (figura 44). 

 

 

 
 
Figura 44: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre el daño oxidativo al 
ADNmt (8-oxodG/105 x dG) de riñón. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 
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1.1.6.- Composición de ácidos grasos de lípidos totales y parámetros 

globales 

 

 Hígado 

 

En el caso del hígado, se pudo observar una disminución significativa tanto del DBI 

como del PI en el grupo MetSup respecto al grupo control (figura 45). Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas en ninguno de los grupos importantes de ácidos 

grasos (SFA, UFA, MUFA, PUFA) (tabla R9, figura 46). El ACL tampoco experimentó 

variaciones significativas entre los grupos experimentales (figura 46). 

 

Los PUFA se pueden desglosar en PUFAn-3 y PUFAn-6. Se observó una 

disminución significativa de los niveles de PUFAn-3 del grupo MetSup frente al control, 

que no afectó al conjunto global de los PUFA (tabla 12). 

 

 
 
Figura 45: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices de dobles 
enlaces (DBI) y de peroxidizabilidad (PI) de hígado. Los valores representan la media ± SEM  
(n = 8). a indica diferencias significativas respecto al control. ***(p<0,001). 

 

Los PUFAn-3 incluyen al ácido α-linolénico (18:3n-3), eicosapentanoico (20:5n-3), 

7,10,13,16,19-docosapentanoico (22:5n-3) y docosahexanoico (22:6n-3). Se pudo observar 

que tanto el ácido α-linolénico como el ácido eicosapentanoico presentaron una 

disminución significativa en el grupo MetSup frente al grupo control (tabla 13), por lo 

tanto parece que la disminución significativa observada en los PUFAn-3 sería causada, en 

su mayor parte, por el descenso de estos dos ácidos grasos. 
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Tabla 12: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices globales      (% 
mol) de los lípidos de hígado. 
 

 Control MetSup 

ACL   18,21 ± 0,02     18,15 ± 0,03 

SFA   40,21 ± 0,45     40,45 ± 0,52 

UFA   59,78 ± 0,45     59,54 ± 0,52 

MUFA   11,16 ± 0,31     12,48 ± 0,54 

PUFA   48,61 ± 0,55     47,05 ± 0,75 

PUFAn-6   43,06 ± 0,34      42,69 ± 0,68 

PUFAn-3     5,54 ± 0,30       4,36 ± 0,24*a 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. * (p < 0,05). 

 

 
 
Figura 46: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices globales   (% 
frente al control) de los lípidos de hígado. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a 
indica diferencias significativas respecto al control. *(p<0,05). 
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Tabla 13: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la composición de ácidos 
grasos (% respecto al total de lípidos) de los lípidos de hígado. 
 

 Control MetSup 

14:0     0,59 ± 0,06       0,40 ± 0,03*a 

16:0   24,65 ± 0,53     23,46 ± 0,91 

16:1n-7     1,17 ± 0,09       0,70 ± 0,04***a 

18:0   14,96 ± 0,36     16,57 ± 0,63 

18:1n-9     9,99 ± 0,32     11,78 ± 0,53*a 

18:2n-6   15,66 ± 0,50     19,01 ± 0,69**a 

18:3n-3     0,69 ± 0,06       0,27 ± 0,01***a 

20:3n-6     0,47 ± 0,03       0,25 ± 0,02***a 

20:4n-6   25,44 ± 0,29     22,40 ± 0,66**a 

20:5n-3     0,58 ± 0,06       0,28 ± 0,04**a 

22:4n-6     0,68 ± 0,05       0,38 ± 0,02***a 

22:5n-6     0,79 ± 0,11       0,64 ± 0,01 

22:5n-3     1,43 ± 0,17       1,26 ± 0,12 

22:6n-3     2,82 ± 0,09       2,53 ± 0,15 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,001). 

 

 

 Corazón 

 

El tratamiento no modificó los valores de ACL, DBI o PI de las membranas 

cardiacas (figura 47). Tampoco se observaron diferencias significativas, entre grupos 

experimentales, en ninguno de los grupos importantes de ácidos grasos (SFA, UFA, 

MUFA, PUFA) (tabla 14, figura 48), ni de los ácidos grasos específicamente estudiados 

(tabla 15). 
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Figura 47: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices de dobles 
enlaces (DBI) y de peroxidizabilidad (PI) de corazón. Los valores representan la media ± SEM 
(n = 8). 

 

Tabla 14: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices globales     (% 
mol) de los lípidos de corazón. 
 

 Control MetSup 

ACL    18,45 ± 0,07    18,51 ± 0,04 

SFA    39,44 ± 1,19    39,55 ± 0,74 

UFA    60,55 ± 1,19    60,44 ± 0,74 

MUFA    14,76 ± 1,84    12,74 ± 0,43 

PUFA    45,78 ± 1,38    47,70 ± 0,97 

PUFAn-6    40,06 ± 1,33    42,31 ± 0,71 

PUFAn-3      5,71 ± 0,45      5,38 ± 0,32 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 
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Tabla 15: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la composición de ácidos 
grasos (% respecto al total de lípidos) de los lípidos de corazón. 
 

 Control MetSup 

14:0     0,47 ± 0,14      0,45 ± 0,10 

16:0   13,98 ± 0,58    12,23 ± 0,57 

16:1n-7     1,23 ± 0,44      0,80 ± 0,20 

18:0   22,03 ± 1,49    23,19 ± 0,62 

18:1n-9    13,21 ± 1,45    11,60 ± 0,31 

18:2n-6    16,16 ± 1,14    18,03 ± 0,37 

18:4n-3      1,28 ± 0,12      1,61 ± 0,17 

20:0      0,39 ± 0,06      0,48 ± 0,03 

20:1      0,31 ± 0,01      0,32 ± 0,02 

20:2n-6      0,65 ± 0,09      0,79 ± 0,10 

20:3n-6      0,35 ± 0,14      0,61 ± 0,06 

20:4n-6    22,88 ± 1,66    22,87 ± 0,78 

22:0      2,12 ± 0,16      2,40 ± 0,09 

22:6n-3      4,43 ± 0,38      3,77 ± 0,27 

24:0      0,43 ± 0,16      0,79 ± 0,08 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 
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Figura 48: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices globales   (% 
frente al control) de los lípidos de corazón. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 

 Cerebro 

 

Tanto el ACL como el DBI y el PI de las membranas de cerebro no presentaron 

diferencias significativas entre grupos experimentales (figura 49, 50). 

 

Tampoco se modificaron los valores de ninguno de los grupos importantes de ácidos 

grasos (SFA, UFA, MUFA, PUFA) (tabla 16, figura 50) debido a la suplementación de 

metionina en la dieta. 

 

 
 
Figura 49: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices de dobles 
enlaces (DBI) y de peroxidizabilidad (PI) de cerebro. Los valores representan la media ± SEM 
(n = 8). 
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Aunque no se observaron diferencias significativas en los niveles globales de los 

PUFA, se produjo un incremento significativo de los PUFAn-6 en el grupo suplementado 

con metionina. Este incremento significativo de los niveles de los PUFAn-6 en el grupo 

MetSup parece debido al aumento en los niveles de los ácidos grasos                          

11,14-eicosadienoico, (20:2n-6), dihomo-γ-linoleico (20:3n-6) y araquidónico (20:4n-6) 

(tabla 17). 

 

Tabla 16: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices globales     (% 
mol) de los lípidos de cerebro. 
 

 Control MetSup 

ACL    19,12 ± 0,05     19,14 ± 0,08 

SFA    31,61 ± 0,52     29,38 ± 1,04 

UFA    68,38 ± 0,52     70,61 ± 1,04 

MUFA    29,19 ± 0,32     28,17 ± 0,97 

PUFA    39,19 ± 0,73     42,44 ± 1,72 

PUFAn-6    22,18 ± 0,20     27,34 ± 1,00***a 

PUFAn-3    17,00 ± 0,57     15,10 ± 0,93 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. *** (p < 0,001). 

 

 
 
Figura 50: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices globales   (% 
frente al control) de los lípidos de cerebro. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a 
indica diferencias significativas respecto al control *** (p < 0,001). 
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Tabla 17: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la composición de ácidos 
grasos (% respecto al total de lípidos) de los lípidos de cerebro. 
 

 Control MetSup 

14:0      0,14 ± 0,03       0,08 ± 0,01 

16:0    10,55 ± 0,46       9,79 ± 0,75 

16:1n-7      0,28 ± 0,02       0,27 ± 0,04 

18:0    18,12 ± 0,39     17,15 ± 0,42 

18:1n-9    24,78 ± 0,31     24,10 ± 0,96 

18:2n-6      1,55 ± 0,07       1,35 ± 0,15 

18:3n-3      0,12 ± 0,03       0,12 ± 0,02 

18:4n-6      2,38 ± 0,08       2,30 ± 0,28 

20:0      1,05 ± 0,07       0,96 ± 0,10 

20:1n-9      4,12 ± 0,18       3,79 ± 0,36 

20:2n-6      0,52 ± 0,05       2,13 ± 0,33***a 

20:3n-6      0,10 ± 0,01       2,82 ± 0,47***a 

20:4n-6    12,74 ± 0,13     14,04 ± 0,37**a 

20:5n-3      0,14 ± 0,01       0,12 ± 0,02 

22:0      1,57 ± 0,26       1,31 ± 0,11 

22:4n-6      4,19 ± 0,16       3,93 ± 0,14 

22:5n-6      0,68 ± 0,03       0,74 ± 0,04 

22:5n-3      2,00 ± 0,16       1,71 ± 0,21 

22:6n-3    12,81 ± 0,33     11,34 ± 0,85 

24:0      0,14 ± 0,04       0,07 ± 0,01 

24:5n-3      0,26 ± 0,07       0,36 ± 0,16 

24:6n-3      1,65 ± 0,16       1,43 ± 0,15 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. ** (p < 0,01); *** (p < 0,001). 
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 Riñón 

 

En el caso del riñón no se encontraron diferencias debidas al tratamiento en los 

valores de DBI y PI (figura 51). Tampoco se observaron diferencias significativas en el 

ACL ni en ninguno de los grupos importantes de ácidos grasos (SFA, UFA, MUFA, 

PUFA) (tabla 18, figura 52). Ninguno de los valores de los ácidos grasos estudiados 

experimentó variaciones significativas tras el tratamiento (tabla 19). 

 

Tabla 18: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices globales     (% 
mol) de los lípidos de riñón. 
 

 Control MetSup 

ACL    18,97 ± 0,03   19,10 ± 0,06 

SFA    26,07 ± 0,62   25,65 ± 1,38 

UFA    73,92 ± 0,62   74,34 ± 1,38 

MUFA    10,15 ± 0,51     8,36 ± 0,59 

PUFA    63,77 ± 1,07   65,98 ± 1,74 

PUFAn-6    57,33 ± 1,16   57,55 ± 2,15 

PUFAn-3      6,43 ± 0,32     8,42 ± 1,56 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 
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Tabla 19: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la composición de ácidos 
grasos (% respecto al total de lípidos) de los lípidos de riñón. 
 

 Control MetSup 

14:0      0,36 ± 0,03     0,33 ± 0,06 

16:0    10,00 ± 0,38     9,00 ± 0,73 

16:1n-7      0,48 ± 0,09     0,54 ± 0,15 

18:0    12,67 ± 0,56   13,30 ± 0,70 

18:1n-9      8,97 ± 0,44     7,35 ± 0,51 

18:2n-6    14,10 ± 0,42   13,83 ± 1,08 

18:3n-3      0,47 ± 0,11     1,48 ± 0,54 

18:4n-6      4,67 ± 0,40     3,77 ± 0,07 

20:0      0,51 ± 0,07     0,59 ± 0,09 

20:1n-9      0,69 ± 0,09     0,46 ± 0,04 

20:2n-6      0,92 ± 0,06     1,00 ± 0,23 

20:3n-6      0,38 ± 0,03     0,36 ± 0,08 

20:4n-6    36,32 ± 1,21   36,69 ± 1,64 

20:5n-3      0,40 ± 0,07     0,31 ± 0,07 

22:0      2,24 ± 0,16     2,04 ± 0,26 

22:4n-6      0,46 ± 0,02     1,41 ± 0,52 

22:5n-6      0,46 ± 0,04     0,45 ± 0,04 

22:5n-3      1,56 ± 0,11     1,65 ± 0,08 

22:6n-3      1,81 ± 0,19     1,28 ± 0,23 

24:0      0,27 ± 0,04     0,38 ± 0,10 

24:5n-3      0,93 ± 0,22     0,71 ± 0,09 

24:6n-3      1,24 ± 0,28     2,96 ± 1,18 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 
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Figura 51: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices de dobles 
enlaces (DBI) y de peroxidizabilidad (PI) de riñón. Los valores representan la media ± SEM    
(n = 8). 

 

 
 
Figura 52: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los índices globales   
(% frente al control) de los lípidos de riñón. Los valores representan la media ± SEM (n = 8).  

 

 

1.1.7.- Daño oxidativo a proteínas 

 

 Hígado 

 

Como se puede ver en la tabla 20 y en la figura 53, el tratamiento no modificó el 

nivel de ninguno de los marcadores de daño oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo 

estudiados en el caso de las proteínas de hígado. 
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Tabla 20: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los marcadores de estrés 
oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo (µmoles/mol de lisina) en proteínas de hígado. 
 

 Control MetSup 

GSA  3063,61 ± 151,61  2638,51 ± 207,33 

AASA    128,55 ±   11,14    147,05 ±     7,52 

CEL    336,99 ±   31,70    313,95 ±   26,44 

CML  1081,24 ±   47,04  1133,96 ±   63,51 

MDAL    427,41 ±   14,95    426,62 ±   16,50 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 

 
 
Figura 53: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los marcadores de estrés 
oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo (% respecto al control) en proteínas de hígado. Los 
valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 

 Corazón 

 

Tampoco se observaron diferencias significativas entre grupos experimentales en 

estos marcadores de daño oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo en el caso del corazón 

(tabla 21, figura 54). 
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Figura 54: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los marcadores de estrés 
oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo (% respecto al control) en proteínas de corazón. Los 
valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 

 Cerebro 

 

Sin embargo, en el cerebro se produjo una disminución significativa de los niveles de 

todos los marcadores de daño oxidativo, lipoxidativo y glicoxidativo a proteínas estudiados 

en el grupo suplementado con metionina (tabla 22, figura 55). 

 

 

 

 

 

Tabla 21: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los marcadores de estrés 
oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo (µmoles/mol de lisina) en proteínas de corazón. 
 

 Control MetSup 

GSA  2916,46 ± 273,72  3012,59 ± 219,47 

AASA    306,03 ±   32,27    324,72 ±   18,56 

CEL    456,10 ±   26,30    488,59 ±   33,27 

CML  1158,98 ±   88,11  1294,28 ± 127,80 

MDAL    388,14 ±   32,31    384,96 ±   27,70 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 
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Tabla 22: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los marcadores de estrés 
oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo (µmoles/mol de lisina) en proteínas de cerebro. 
 

 Control MetSup 

GSA 10848,52 ± 477,88  8481,75 ± 317,78**a 

AASA     157,36 ±   10,98    119,60 ±   12,52*a 

CEL     495,03 ±   45,96    362,34 ±   32,44*a 

CML     699,06 ±   50,68    395,88 ±   40,14***a 

MDAL     711,22 ± 109,14    413,80 ±   31,86*a 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. *(p < 0,05); **(p < 0,01), ***(p < 0,001). 

 

 

 
 
Figura 55: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los marcadores de estrés 
oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo (% respecto al control) en proteínas de cerebro. Los 
valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. *(p < 0,05); **(p < 0,01), ***(p < 0,001). 

 

 

 Riñón 

 

También en el riñón de los animales pertenecientes al grupo suplementado con 

metionina se observa un descenso significativo de todos los marcadores de daño oxidativo, 

glicoxidativo y lipoxidativo estudiados, salvo el AASA (tabla 23, figura 56). 
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Tabla 23: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los marcadores de estrés 
oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo (µmoles/mol de lisina) en proteínas de riñón. 
 

 Control MetSup 

GSA  6191,04 ± 366,84  3810,92 ± 370,53**a 

AASA    313,93 ± 26,51    233,19 ± 22,88 

CEL    479,97 ± 21,50    395,67 ± 21,28*a 

CML    729,40 ± 78,25    452,27 ±   3,21*a 

MDAL    427,04 ± 17,91    302,72 ± 48,04*a 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. *(p < 0.05); ** (p < 0,01). 

 

 

 
 
Figura 56: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre los marcadores de estrés 
oxidativo, glicoxidativo y lipoxidativo (% respecto al control) en proteínas de riñón. Los valores 
representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al control.       
*(p < 0.05); ** (p < 0,01). 

 

 

1.1.8.- Concentración de metionina, SAM y SAH en tejido 

 

 Hígado 

 

La concentración de metionina, SAM y SAH aumentó significativamente en el grupo 

suplementado con metionina en la dieta en el hígado, mientras que los cocientes estudiados 

no se modificaron (tabla 24, figura 57). 
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Tabla 24: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración de 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH) (nmol/g tejido), 
así como los cocientes Met/SAM y SAM/SAH, en hígado. 
 

 Control MetSup 

Met   343,57 ± 23,73  433,09 ± 28,81*a 

SAM     28,61 ±   5,21    61,50 ± 14,35*a 

SAH     42,22 ±   3,49  119,64 ± 16,77***a 

Met/SAM    14,38 ±   2,34    10,24 ±   2,38 

SAM/SAH      0,67 ±   0,08      0,47 ±   0,06 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. *(p < 0,05), ***(p < 0,001). 

 

 

 
 
Figura 57: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración       
(% respecto al control) de metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína 
(SAH), así como los cocientes Met/SAM y SAM/SAH, en hígado. Los valores representan la 
media ± SEM (n = 8).  a indica diferencias significativas respecto al control. *(p < 0,05),     
***(p < 0,001). 

 

 

 Corazón 

 

En este órgano, se observó un incremento significativo de las concentraciones tanto 

de metionina, como de todos los metabolitos y del cociente Met/SAH en el grupo 

suplementado con metionina. Por el contrario, el cociente SAM/SAH experimentó una 

disminución significativa en este último grupo (tabla 25, figura 58). 
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Tabla 25: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración de 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH) (nmol/g tejido), 
así como los cocientes Met/SAM y SAM/SAH, en corazón. 
 

 Control MetSup 

Met   119,31 ± 17,17  418,69 ± 55,13***a 

SAM     12,70 ±   0,74    15,94 ±   1,04*a 

SAH       8,97 ±   0,65    15,71 ±   1,42***a 

Met/SAM      9,31 ±   1,06    26,64 ±   3,44***a 

SAM/SAH      1,45 ±   0,10      1,04 ±   0,06**a 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. *(p < 0,05), **(p < 0,01), ***(p < 0,001). 

 

 
 
Figura 58: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración       
(% respecto al control) de  metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM),                                  
S-adenosilhomocisteína (SAH), así como los cocientes Met/SAM y SAM/SAH, en corazón. Los 
valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. *(p < 0,05), **(p < 0,001), ***(p < 0,001). 

 

 

 Cerebro 

 

Tanto la concentración de metionina y de SAH como el cociente Met/SAM se 

incrementaron en el grupo MetSup frente al grupo control, mientras que la concentración 

de SAM y el cociente SAM/SAH no experimentaron estas diferencias, en el caso del 

cerebro (tabla 26, figura 59). 
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Tabla 26: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración de 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH) (nmol/g tejido), 
así como los cocientes Met/SAM y SAM/SAH, en cerebro. 
 

 Control MetSup 

Met   112,76 ± 9,93  359,27 ± 51,43 ***a 

SAM       6,66 ± 0,75      6,96 ±   0,63 

SAH       8,24 ± 0,35    10,49 ±   0,49**a 

Met/SAM    18,57 ± 2,99    56,56 ± 10,52**a 

SAM/SAH      0,80 ± 0,07      0,66 ±   0,03 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. **(p<0,01), ***(p<0,001). 

 

 
 
Figura 59: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración     
(% respecto al control) de metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína 
(SAH), así como los cocientes Met/SAM y SAM/SAH, en cerebro. Los valores representan la 
media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al control. **(p < 0,01),    
***(p < 0,001). 

 

 

 Riñón 

 

Por último en el riñón se observó un incremento de la concentración de metionina y 

de SAH en el grupo suplementado con metionina, mientras que no se encontraron 

diferencias significativas entre grupos experimentales en el resto de parámetros estudiados 

(tabla 27, figura 60). 
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Tabla 27: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración de 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH) (nmol/g tejido), 
así como los cocientes Met/SAM y SAM/SAH, en riñón. 
 

 Control MetSup 

Met   1310,61 ± 113,84  1712,96 ± 97,65*a 

SAM       10,52 ±    2,26      11,07 ±   0,84 

SAH       34,98 ±    1,60      53,31 ±   3,58***a 

Met/SAM    143,59 ±  23,99    159,37 ±  12,54 

SAM/SAH        0,30 ±    0,06        0,22 ±    0,03 

 
Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al 
control. *(p<0,05), ***(p<0,01). 

 

 
 
Figura 60: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración    
(% respecto al control) de metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína 
(SAH), así como los cocientes Met/SAM y SAM/SAH, en riñón. Los valores representan la 
media ± SEM (n = 8). a indica diferencias significativas respecto al control. *(p < 0,05),      
***(p < 0,001). 

 

 

1.1.9.- Concentración de los complejos I, II, III y IV de la cadena de 

transporte de electrones mitocondrial, y de AIF 

 

 Hígado 

 

En el caso del hígado, se pudo observar un incremento significativo de la subunidad 

de 29,6 kDa del complejo III y una disminución significativa de la subunidad de 57 kDa 



Resultados 
 

 
 133 

del complejo IV en el grupo suplementado en metionina respecto al control, mientras que 

en el resto de subunidades estudiadas y en los valores de AIF no se observaron estas 

diferencias (figura 61). 

 

 
 
Figura 61: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración      
(% respecto al control) de distintas subunidades de complejo I (Cx I), complejo II (Cx II), 
complejo III (Cx III) y complejo IV (Cx IV) de la cadena de transporte de electrones 
mitocondrial, así como de AIF, en hígado. Los valores representan la media ± SEM (n = 8).      
a indica diferencias significativas respecto al control. **(p < 0,01). 

 

 

 Corazón 

 

En este caso el tratamiento no determinó modificación alguna de los niveles de 

ninguna de las subunidades de los complejos mitocondriales estudiadas ni del AIF     

(figura 62). 

 

 

 Cerebro 

 

Al analizar el cerebro de las ratas suplementadas con metionina, los niveles de la 

subunidad de 57 kDa del complejo IV experimentaron un incremento respecto al grupo 

control (figura 63). Por el contrario, el resto de las subunidades estudiadas y los valores de 

AIF no se vieron alterados por el tratamiento. 
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Figura 62: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración      
(% respecto al control) de distintas subunidades de complejo I (Cx I), complejo II (Cx II), 
complejo III (Cx III) y complejo IV (Cx IV) de la cadena de transporte de electrones 
mitocondrial, así como de AIF, en corazón. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

 
 
Figura 63: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración    
(% respecto al control) de distintas subunidades de complejo I (Cx I), complejo II (Cx II), 
complejo III (Cx III) y complejo IV (Cx IV) de la cadena de transporte de electrones 
mitocondrial, así como de AIF, en cerebro. Los valores representan la media ± SEM (n = 8).    
a indica diferencias significativas respecto al control.  **(p < 0,01). 

 

 
 Riñón 

 

En este último órgano estudiado se pudo observar una disminución significativa de 

los niveles de todas las subunidades de los complejos de la cadena de transporte de 

electrones estudiadas y de AIF en el grupo suplementado en metionina frente al grupo 

control (figura 64). 
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Figura 64: Efecto de la suplementación de metionina en la dieta sobre la concentración     
(% respecto al control) de distintas subunidades de complejo I (Cx I), complejo II (Cx II), 
complejo III (Cx III) y complejo IV (Cx IV) de la cadena de transporte de electrones 
mitocondrial, así como de AIF, en riñón. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a 
indica diferencias significativas respecto al control. *(p < 0,05); **(p < 0,01) ***(p < 0,001). 

 

 

1.2.- Suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro 
 

1.2.1.- Consumo mitocondrial de oxígeno  

 

 Hígado 

 

 Para estos estudios se utilizó glutamato/malato como sustrato del complejo I y 

succinato en presencia de rotenona como sustrato del complejo II. 

 

Los datos obtenidos indican que ni la metionina ni ninguno de sus metabolitos de 

degradación ensayados producen efectos significativos sobre el consumo de oxígeno de las 

mitocondrias de hígado (tabla 28, 29) ni sobre el RCI (tabla 30, 31).  En todos los casos el 

valor del RCI indicó un buen estado de las mitocondrias ensayadas (tabla 30, 31). 
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Tabla 28: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la tasa de 
consumo de oxígeno en mitocondrias de hígado (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 
Tasa de consumo 

de oxígeno 

Glut/mal (estado 4)        19,6 ±   2,3 

Glut/mal + ADP (estado 3)      122,2 ±   8,5***b 

Glut/mal + Met (100 µM) (estado 4)        18,1 ±   2,1 

Glut/mal + Met (100 µM) + ADP (estado 3)      110,4 ±   9,9***b 

Glut/mal + SAM (500 µM) (estado 4)        17,5 ±   2,6 

Glut/mal + SAM (500 µM) + ADP (estado 3)      106,4 ± 12,7***b 

Glut/mal + SAH (500 µM) (estado 4)        16,7 ±   1,3 

Glut/mal + SAH (500 µM) + ADP (estado 3)   107,9 ± 10,1***b 

Glut + HCys (100 µM) (estado 4)        17,0 ±   2,5 

Glut/mal + HCys (100 µM) + ADP (estado 3)   105,6 ± 12,7***b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) como sustrato y, 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). b indica diferencias significativas 
respecto al consumo de oxígeno en estado 4. ***(p < 0,001). 
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Tabla 29: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la tasa de 
consumo de oxígeno en mitocondrias de hígado (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 
Tasa de consumo 

de oxígeno 

Succ + Rot (estado 4)           1,5 ±   2,1 

Succ + Rot + ADP (estado 3)       172,8 ± 11,4***b 

Succ + Rot + Met (100 µM) (estado 4)         36,5 ±   3,0 

Succ + Rot + Met (100 µM) + ADP (estado 3)       158,8 ± 12,1***b 

Succ + Rot + HCys (25 µM) (estado 4)         38,9 ±   2,1 

Succ + Rot + HCys (25 µM) + ADP (estado 3)       166,2 ± 13,1***b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con succinato más rotenona (Succ + Rot) como 
sustrato y, metionina (Met) u homocisteína (HCys). Los valores representan la media ± SEM   
(n = 4). b indica diferencias significativas respecto al respecto al consumo de oxígeno en    
estado 4. ***(p < 0,001). 

 

Tabla 30: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre el índice de 
control respiratorio (RCI) en mitocondrias de hígado. 
 

 RCI 

Glut/mal 6,5 ± 0,3 

Glut/mal  + Met (100 µM) 6,3 ± 0,4 

Glut/mal  + SAM (500 µM) 6,4 ± 0,6 

Glut/mal  + SAH (500 µM) 6,5 ± 0,3 

Glut/mal  + HCys (100 µM) 6,4 ± 0,5 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) como sustrato y, 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 
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Tabla 31: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre el índice de 
control respiratorio (RCI) en mitocondrias de hígado. 
 

 RCI 

Succ + Rot 4,2 ± 0,1 

Succ + Rot + Met (100 µM) 4,2 ± 0,2 

Succ + Rot + HCys (25 µM) 4,3 ± 0,2 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con succinato más rotenona (Succ + Rot) como 
sustrato y, metionina (Met) u homocisteína (HCys). Los valores representan la media ± SEM   
(n = 4). 

 

 

 Corazón 

 

Las pruebas se hicieron en las mismas condiciones que en el caso del hígado, con la 

salvedad de que se utilizó piruvato/malato en lugar de glutamato/malato como sustrato 

del complejo I. 

 

En este órgano se produjo un incremento significativo del consumo de oxigeno en 

presencia de SAH y homocisteína en estado 4 y de cualquiera de los cuatro metabolitos 

estudiados en estado 3 (tabla 32, 33). No se encontraron diferencias significativas entre los 

valores de RCI. En todos los casos el valor del RCI indicó el buen estado de las 

mitocondrias aisladas (tabla 34,  35). 
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Tabla 32: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la tasa de 
consumo de oxígeno en mitocondrias de corazón (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 
Tasa de consumo de 

oxígeno 

Pir/mal (estado 4)        50,2 ±   2,8 

Pir/mal + ADP (estado 3)      184,9 ±   7,4***b 

Pir/mal + Met (100 µM) (estado 4)        43,7 ±   2,8 

Pir/mal + Met (100 µM) + ADP (estado 3)      164,1 ±   9,0*a,***b 

Pir/mal + SAM (500 µM) (estado 4)        45,8 ±   2,7 

Pir/mal + SAM (500 µM) + ADP (estado 3)      159,8 ±   8,9*a,***b 

Pir/mal + SAH (500 µM) (estado 4)        39,8 ±   3,4*a 

Pir/mal + SAH (500 µM) + ADP (estado 3)      143,4 ±   7,4***a,***b 

Pir/mal + HCys (100 µM) (estado 4)        42,0 ±   3,4*a 

Pir/mal + HCys (100 µM) + ADP (estado 3)      144,5 ± 10,1**a,***b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) como sustrato y, 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). Los superíndices indican diferencias 
significativas: a respecto al consumo sin la adición de ningún metabolito al ensayo, b respecto al 
consumo de oxígeno en estado 4. *(p < 0,05); **(p < 0,01); ***(p < 0,001). 

 

Tabla 33: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la tasa de 
consumo de oxígeno en mitocondrias de corazón (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 
Tasa de consumo 

de oxígeno 

Succ + Rot (estado 4)        143,0 ±   4,0 

Succ + Rot + ADP (estado 3)        274,6 ±   8,3***b 

Succ + Rot + HCys (25 µM) (estado 4)        133,8 ±   5,8 

Succ + Rot + HCys (25 µM) + ADP (estado 3)        256,0 ± 12,6***b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con succinato más rotenona (Succ + Rot) como 
sustrato y homocisteína (HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 4). b indica 
diferencias significativas respecto al consumo de oxígeno en estado 4. ***(p < 0,001). 
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Tabla 34: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre el índice de 
control respiratorio (RCI) en mitocondrias de corazón. 
 

 RCI 

Pir/mal 3,8 ± 0,3 

Pir/mal + Met (100 µM) 3,9 ± 0,4 

Pir/mal + SAM (500 µM) 3,7 ± 0,4 

Pir/mal + SAH (500 µM) 3,8 ± 0,4 

Pir/mal + HCys (100 µM) 3,4 ± 0,3 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) como sustrato y, 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys) Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

Tabla 35: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre el índice de 
control respiratorio (RCI) en mitocondrias de corazón. 
 

 RCI 

Succ + Rot 1,9 ± 0,1 

Succ + Rot + HCys (25 µM) 1,9 ± 0,1 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con succinato más rotenona (Succ + Rot) como 
sustrato y homocisteína (HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 4). 

 

 

 Cerebro 

 

En el caso del cerebro se utilizó piruvato/malato como sustrato de complejo I. 

 

No se encontraron diferencias significativas con ninguno de los metabolitos 

utilizados en los ensayos (tabla 36, 37). Tampoco se observaron modificaciones 

significativas de los valores de RCI, y de nuevo en todos los casos el valor del RCI indicó 

el buen estado de las mitocondrias aisladas (tabla 38, 39). 
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Tabla 36: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la tasa de 
consumo de oxígeno en mitocondrias de cerebro (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 
Tasa de consumo 

de oxígeno 

Pir/mal (estado 4)          10,5 ± 1,5 

Pir/mal + ADP (estado 3)          20,2 ± 2,7**b 

Pir/mal + Met (100 µM) (estado 4)            9,2 ± 1,3 

Pir/mal + Met (100 µM) + ADP (estado 3)          19,1 ± 2,5**b 

Pir/mal + SAM (500 µM) (estado 4)          11,3 ± 1,5 

Pir/mal + SAM (500 µM) + ADP (estado 3)          21,6 ± 2,8**b 

Pir/mal + SAH (500 µM) (estado 4)          10,4 ± 1,1 

Pir/mal + SAH (500 µM) + ADP (estado 3)          21,3 ± 1,8***b 

Pir/mal + HCys (100 µM) (estado 4)            9,7 ± 1,2 

Pir/mal + HCys (100 µM) + ADP (estado 3)          17,4 ± 2,4**b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) como sustrato y, 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). b indica diferencias significativas 
respecto al consumo de oxígeno en estado 4. **(p < 0,01), ***(p < 0,001). 

 

Tabla 37: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la tasa de 
consumo de oxígeno en mitocondrias de cerebro (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 
Tasa de consumo 

de oxígeno 

Succ + Rot (estado 4)          12,6 ± 1,4 

Succ + Rot + ADP (estado 3)          25,8 ± 1,6***b 

Succ + Rot + HCys (25 µM) (estado 4)          12,3 ± 1,3 

Succ + Rot + HCys (25 µM) + ADP (estado 3)          26,8 ± 1,9***b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con succinato más rotenona (Succ + Rot) como 
sustrato y homocisteína (HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 4). b indica 
diferencias significativas respecto al consumo de oxígeno en estado 4. ***(p < 0,001). 
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Tabla 38: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre el índice de 
control respiratorio (RCI) en mitocondrias de cerebro. 
 

 RCI 

Pir/mal 2,0 ± 0,1 

Pir/mal + Met (100 µM) 2,1 ± 0,2 

Pir/mal + SAM (500 µM) 2,0 ± 0,1 

Pir/mal + SAH (500 µM) 2,2 ± 0,2 

Pir/mal + HCys (100 µM) 2,0 ± 0,4 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) como sustrato y, 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 

 

Tabla 39: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre el índice de 
control respiratorio (RCI) en mitocondrias de cerebro. 
 

 RCI 

Succ + Rot 2,1 ± 0,2 

Succ + Rot + HCys (25 µM) 2,2 ± 0,1 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con succinato más rotenona (Succ + Rot) como 
sustrato y homocisteína (HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 4). 

 

 

 Riñón 

 

Los ensayos con mitocondrias de riñón, se hicieron en las mismas condiciones 

empleadas en el caso del hígado. 

 

En el riñón se produjo un incremento significativo del consumo de oxigeno al añadir 

al ensayo homocisteína en estado 4 y cuando se añadía cualquiera de los cuatro metabolitos 

en estado 3 (tabla 40, 41). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los 

valores de RCI. Los valores de RCI también en este órgano confirman el buen estado de 

las mitocondrias aisladas (tabla R39, R40). 
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Tabla 40: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la tasa de 
consumo de oxígeno en mitocondrias de riñón (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 
Tasa de consumo 

de oxígeno 

Glut/mal (estado 4)           23,4 ± 1,3 

Glut/mal + ADP (estado 3)           84,4 ± 9,5*a,***b 

Glut/mal + Met (100 µM) (estado 4)           21,7 ± 2,4 

Glut/mal + Met (100 µM) + ADP (estado 3)           55,6 ± 2,0*a,***b 

Glut/mal + SAM (500 µM) (estado 4)           20,1 ± 3,1 

Glut/mal + SAM (500 µM) + ADP (estado 3)           57,0 ± 7,6*a,**b 

Glut/mal + SAH (500 µM) (estado 4)           19,1 ± 2,2 

Glut/mal + SAH (500 µM) + ADP (estado 3)           45,2 ± 5,1*a,**b 

Glut/mal + HCys (100 µM) (estado 4)           16,9 ± 2,4*a 

Glut/mal + HCys (100 µM) + ADP (estado 3)           41,3 ± 8,4*a,**b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) como sustrato y, 
metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). Los superíndices indican diferencias 
significativas: a respecto al consumo sin la adición de ningún metabolito al ensayo, b respecto al 
consumo de oxígeno en estado 4. *(p < 0,05); **(p < 0,01); ***(p < 0,001). 
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Tabla 41: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la tasa de 
consumo de oxígeno en mitocondrias de riñón (nmoles de O2/min x mg prot). 
 

 
Tasa de consumo 

de oxígeno 

Succ + Rot (estado 4)         70,2 ± 3,8 

Succ + Rot + ADP (estado 3)       222,9 ± 8,0***b 

Succ + Rot + Met (100 µM) (estado 4)         64,9 ± 3,2 

Succ + Rot + Met (100 µM) + ADP (estado 3)       196,9 ± 6,3***b 

Succ + Rot + HCys (25 µM) (estado 4)         68,8 ± 1,9 

Succ + Rot + HCys (25 µM) + ADP (estado 3)       194,3 ± 6,3***b 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con succinato más rotenona (Succ + Rot) como 
sustrato y, metionina (Met) u homocisteína (HCys). Los valores representan la media ± SEM   
(n = 4). b indica diferencias significativas respecto al consumo de oxígeno en estado 4.            
***(p < 0,001). 

 

Tabla 42: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre el índice de 
control respiratorio (RCI) en mitocondrias de riñón. 

 

 RCI 

Glut 3,6 ± 0,4 

Glut + Met (100 µM) 2,9 ± 0,2 

Glut + SAM (500 µM) 3,6 ± 0,2 

Glut + SAH (500 µM) 3,2 ± 0,5 

Glut + HCys (100 µM) 3,0 ± 0,2 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glutamato/mal) como sustrato 
y, metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys). Los valores representan la media ± SEM (n = 8). 
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Tabla 43: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre el  índice de 
control respiratorio (RCI) en mitocondrias de riñón. 
 

 RCI 

Succ + Rot 3,2 ± 0,1 

Succ + Rot + Met (100 µM) 3,0 ± 0,1 

Succ + Rot + HCys (25 µM) 2,8 ± 0,1 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con succinato más rotenona (Succ + Rot) como 
sustrato y, metionina (Met) u homocisteína (HCys). Los valores representan la media ± SEM   
(n = 4). 

 

 

1.2.2.- Producción mitocondrial de ROS 

 

 Hígado 

 

Los ensayos se hicieron en presencia de sustratos tanto del complejo I 

(glutamato/malato) como del complejo II (succinato) de la cadena de transporte de 

electrones mitocondrial y tanto en presencia como en ausencia de rotenona. Todas las 

medidas de producción mitocondrial de radicales libres se realizaron en ausencia de ADP 

(estado 4). 

 

En la tabla 44, así como en la figura 65 y la figura 66 se pueden observar los datos de  

las medidas de producción de radicales libres de las mitocondrias de hígado. En presencia 

de metionina (100 µM) se observó un incremento significativo de la producción de ROS 

cuando se utilizó como sustrato glutamato/malato o succinato con rotenona respecto del 

ensayo sin añadir el aminoácido. Del mismo modo, hubo una disminución significativa de 

la producción de ROS en presencia de homocisteína (100 y 25 µM) cuando se utilizó como 

sustrato glutamato/malato y succinato tanto en ausencia como en presencia de rotenona. 

Por lo tanto, parece que la metionina a una concentración de      100 µM es capaz de 

incrementar la producción de radicales libres a nivel del complejo III y que la homocisteína 

a las concentraciones utilizadas puede disminuir dicha producción tanto a nivel del 

complejo I como a nivel del complejo III. 
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Figura 65: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en mitocondrias de 
hígado. Las mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) como 
sustrato y, metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u 
homocisteína (HCys), respectivamente. Los valores representan la media ± SEM (n = 8).           
a indica diferencias significativas respecto a la producción sin metabolito. * (p < 0,05);              
** (p < 0,01). 

 

 
 
Figura 66: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (porcentaje con respecto al control) en mitocondrias de hígado. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) o con succinato (Succ) 
como sustrato y, en presencia y ausencia de rotenona (Rot), más metionina (Met, concentración 
100µM), u homocisteína (HCys, concentración 25µM). Los valores representan la media ± SEM 
(n = 4). Los superíndices indican diferencias significativas: b respecto a la producción con 
glutamato + rotenona sin metabolito, c respecto a la producción con succinato y sin metabolito, 
d respecto a la producción con succinato + rotenona y sin metabolito. *(p < 0,05); **(p < 0,01). 
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Tabla 44: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en mitocondrias de 
hígado. 
 

 Producción de ROS 

Glut/mal + Rot        0,320 ± 0,055 

Glut/mal + Rot +Met (100 µM)        0,387 ± 0,068 

Glut/mal + Rot +HCys (25 µM)        0,030 ± 0,025**b 

Succ        1,018 ± 0,351 

Succ + Met (100 µM)        1,048 ± 0,395 

Succ + HCys (25 µM)        0,640 ± 0,359**c 

Succ + Rot        0,017 ± 0,012 

Succ + Rot +Met (100 µM)        0,090 ± 0,030*d 

Succ + Rot +HCys (25 µM)        0,001 ± 0,001*d 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) o con succinato 
(Succ) como sustrato y, en presencia y ausencia de rotenona (Rot), más metionina               
(Met, concentración 100µM), u homocisteína (HCys, concentración 25µM). Los valores 
representan la media ± SEM (n = 4). Los superíndices indican diferencias significativas:            
b respecto a la producción con glutamato + rotenona sin metabolito, c respecto a la producción 
con succinato y sin metabolito, d respecto a la producción con succinato + rotenona y sin 
metabolito. *(p < 0,05); **(p < 0,01). 

 

 

 Corazón 

 

En el caso del corazón se utilizó piruvato/malato como sustrato de complejo I. 

 

Se encontró una disminución significativa de la producción de ROS en presencia de 

homocisteína (100 y 25 µM), cuando se utilizaba piruvato/malato (con y sin rotenona) o 

succinato (con rotenona) como sustrato (tabla 45 y figura 67, 68). Por lo tanto, la 

homocisteína a las concentraciones utilizadas es capaz de reducir la producción de ROS a 

nivel tanto del complejo I como del II en mitocondrias cardiacas. 
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Figura 67: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en mitocondrias de 
corazón. Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) como sustrato 
y, metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys), respectivamente. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias 
significativas respecto a la producción sin metabolito. *** (p < 0,001). 

 

Tabla 45: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en mitocondrias de 
corazón. 
 

 Producción de ROS 

Pir/mal + Rot        2,797 ± 0,183 

Pir/mal + Rot +HCys (25 µM)        2,137 ± 0,157*b 

Succ        2,790 ± 0,612 

Succ + HCys (25 µM)        2,688 ± 0,596 

Succ + Rot        0,398 ± 0,048 

Succ + Rot +HCys (25 µM)        0,225 ± 0,047*d 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) o con succinato (Succ) 
como sustrato y, en presencia y ausencia de rotenona (Rot), más homocisteína                   
(HCys, concentración 25µM). Los valores representan la media ± SEM (n = 4). Los 
superíndices indican diferencias significativas: b respecto a la producción con                    
piruvato + rotenona sin metabolito, d respecto a la producción con succinato + rotenona y sin 
metabolito. *(p < 0,05). 
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Figura 68: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (porcentaje con respecto al control) en mitocondrias de corazón. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) o con succinato (Succ) 
como sustrato y, en presencia y ausencia de rotenona (Rot), más homocisteína (HCys, 
concentración 25µM). Los valores representan la media ± SEM (n = 4). Los superíndices 
indican diferencias significativas: b respecto a la producción con piruvato + rotenona sin 
metabolito, d respecto a la producción con  succinato + rotenona y sin metabolito.                 
*(p < 0,05). 

 

 

 Cerebro 

 

Las medidas de producción de ROS en mitocondrias de cerebro se realizaron en las 

mismas condiciones que en el corazón.  

 

Se pudo observar un descenso significativo de la producción de ROS en presencia de 

homocisteína (100µM y 25µM) con todas las combinaciones de sustratos e inhibidotes 

utilizadas. Así pues, parece que la homocisteína a las concentraciones utilizadas es capaz de 

disminuir la producción de ROS tanto a nivel del complejo I como a nivel del complejo II 

de mitocondrias de cerebro (tabla 46; figura 69, 70). 
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Figura 69: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en mitocondrias de 
cerebro. Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) como sustrato 
y, metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys), respectivamente. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias 
significativas respecto a la producción sin metabolito. *** (p < 0,001). 

 

Tabla 46: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en mitocondrias de 
cerebro. 
 

 Producción de ROS 

Pir/mal + Rot       1,427 ± 0,026 

Pir/mal + Rot +HCys (25 µM)       0,827 ± 0,057***b 

Succ       1,150 ± 0,062 

Succ + HCys (25 µM)       0,648 ± 0,039***c 

Succ + Rot       0,240 ± 0,023 

Succ + Rot +HCys (25 µM)       0,018 ± 0,010***d 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) o con succinato (Succ) 
como sustrato y, en presencia y ausencia de rotenona (Rot), más homocisteína                  
(HCys, concentración 25µM). Los valores representan la media ± SEM (n = 4). Los 
superíndices indican diferencias significativas: b respecto a la producción con                 
piruvato + rotenona sin metabolito, c respecto a la producción con succinato y sin metabolito,  
d respecto a la producción con succinato + rotenona y sin metabolito.  *** (p < 0,001). 
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Figura 70: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (porcentaje con respecto al control) en mitocondrias de cerebro. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con piruvato/malato (Pir/mal) o con succinato (Succ) 
como sustrato y, en presencia y ausencia de rotenona (Rot), más homocisteína                   
(HCys, concentración 25µM). Los valores representan la media ± SEM (n = 4). Los 
superíndices indican diferencias significativas: b respecto a la producción con                  
piruvato + rotenona sin metabolito, c respecto a la producción con succinato y sin metabolito,  
d respecto a la producción con succinato + rotenona y sin metabolito. *** (p < 0,001). 

 

 

 Riñón 

 

En las pruebas con mitocondrias de riñón se utilizaron las mismas condiciones que 

en el caso de las mitocondrias de hígado. 

 

En este órgano se detectó un incremento significativo de la producción de ROS en 

presencia de metionina (100 µM  y 70 µM) y de homocisteína (100 µM y 25 µM). El 

incremento en presencia de metionina se produjo cuando se utilizó como sustrato 

glutamato/malato con y sin rotenona o succinato con rotenona como sustrato. En el caso 

de la homocisteína el incremento se produjo con todas las combinaciones de sustratos e 

inhibidotes utilizadas. Así pues, parece que la metionina a las concentraciones utilizadas 

puede incrementar la producción de radicales libres a nivel del complejo I y que la 

homocisteína es capaz de producir dicho incremento tanto a nivel del complejo I como del 

complejo III (tabla 47 y figura 71, 72). 
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Figura 71: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en mitocondrias de 
riñón. Las mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) como sustrato 
y, metionina (Met), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), u homocisteína 
(HCys), respectivamente. Los valores representan la media ± SEM (n = 8). a indica diferencias 
significativas respecto a la producción sin metabolito. * (p < 0,05); ** (p < 0,01). 

 

 
 
Figura 72: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (porcentaje con respecto al control) en mitocondrias de riñón. Las 
mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) o con succinato (Succ) 
como sustrato y, en presencia y ausencia de rotenona (Rot), más metionina (Met, concentración 
100µM), u homocisteína (HCys, concentración 25µM). Los valores representan la media ± SEM 
(n = 4). Los superíndices indican diferencias significativas: b respecto a la producción con 
glutamato + rotenona sin metabolito, c respecto a la producción con succinato y sin metabolito, 
d respecto a la producción con succinato + rotenona y sin metabolito. *(p < 0,05);               
***(p < 0,001). 

 

 

 

 



Resultados 
 

 
 153 

Tabla 47: Efecto de la suplementación de metionina y sus metabolitos in vitro sobre la 
producción de ROS (nmoles de H2O2/min x mg proteína mitocondrial) en mitocondrias de 
riñón. 
 

 Producción de ROS 

Glut/mal + Rot        0,603 ± 0,054 

Glut/mal + Rot +Met (100 µM)        0,728 ± 0,048*b 

Glut/mal + Rot +HCys (25 µM)        0,840 ± 0,055*b 

Succ        0,688 ± 0,086 

Succ + Met (100 µM)        0,923 ± 0,079*c 

Succ + HCys (25 µM)        1,468 ± 0,281*c 

Succ + Rot        0,063 ± 0,008 

Succ + Rot +Met (100 µM)        0,058 ± 0,013 

Succ + Rot +HCys (25 µM)        0,127 ± 0,009***d 

 
Las mitocondrias fueron suplementadas con glutamato/malato (Glut/mal) o con succinato 
(Succ) como sustrato y, en presencia y ausencia de rotenona (Rot), más metionina                
(Met, concentración 100µM), u homocisteína (HCys, concentración 25µM). Los valores 
representan la media ± SEM (n = 4). Los superíndices indican diferencias significativas:            
b respecto a la producción con glutamato + rotenona sin metabolito, c respecto a la producción 
con succinato y sin metabolito, d respecto a la producción con succinato + rotenona y sin 
metabolito. *(p < 0,05); ***(p < 0,001). 

 
 

2.- DETECCIÓN DE SECUENCIAS DE ADN MITOCONDRIAL 

EN EL ADN NUCLEAR 

 

2.1.- PCR en tiempo real (RT-PCR) 
 

Se produjo la amplificación de los genes de de la subunidad III de la cadena de 

transporte electrónico mitocondrial (COX III) y de ARNr 16S tanto en núcleos de ratas 

jóvenes como en los de ratas viejas. Como control se utilizó, en ambos casos, la 

amplificación del gen nuclear para la gliceraldehido-3P-deshidrogenasa. La amplificación 

de ambos genes mitocondriales fue unas 3 veces mayor en los núcleos de ratas viejas que 
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de ratas jóvenes (Figura 73). El incremento de la amplificación en ratas viejas frente a ratas 

jóvenes fue estadísticamente significativo en ambos genes mitocondriales. 

 

 

 
 
Figura 73: Incremento de la amplificación por RT-PCR de los genes mitocondriales que 
codifican para la subunidad III de la citocromo oxidasa y el RNAr 16S en el ADNn. La 
cuantificación por RT-PCR en ambos genes mitocondriales se relativiza a la del gen nuclear 
codificado por la gliceraldehido-3P-dehidrogenasa. Los valores representan la media ± SEM    
(n = 4). a indica diferencias significativas respecto al grupo de individuos jóvenes. ** (p < 0,01); 
*** (p < 0,001). 

 

 

2.2.- Hibridación in situ con fluorescencia (FISH) 
 

Se observaron numerosas señales de ADNmt claramente definidas en los núcleos de 

hepatocitos y, tanto el área como el brillo de las señales de ADNmt, parecían mayores en 

el caso de los individuos viejos que en el de los individuos jóvenes (figura 74). Para realizar 

el análisis estadístico del FISH cuantitativo se midieron las señales de ADNmt en células 

correspondientes a 3 individuos viejos y a 3 individuos jóvenes. Como control se utilizó el 

FISH de las secuencias de telómero, de modo que las posibles diferencias en el nivel de 

poliploidía podrían ser detectadas por la variación significativa en el número de señales de 

telómero. 
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Figura 74: Fluorescencia de la hibridación in situ en núcleos de hepatocitos de: a) rata joven, y 
b) vieja, utilizando ADNmt (rojo) y ADN de telómero (verde) como control. Barra = 2 µm. 

 

La tabla 48 muestra los valores de las medidas realizadas y correspondientes a los 

análisis estadísticos. Aunque el número de señales de ADNmt fue similar en los núcleos de 

individuos de ambas edades, tanto el área como la intensidad de estas señales fueron 

significativamente superiores en los núcleos de individuos viejos. 

 

El área, la intensidad y el número de señales de telómero por núcleo no presentaron 

diferencias significativas entre ambos grupos. Sin embargo, el área y la intensidad total de 

las señales de los núcleos experimentaron un incremento significativo en los animales 

viejos frente a los jóvenes. 

 

Ninguna de las variables analizadas en el FISH presentaron diferencias significativas 

entre individuos pertenecientes al mismo grupo de edad. 
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Tabla 48: Análisis cuantitativo de los resultados de la hibridación in situ con fluorescencia 
(FISH). 
 

 Jóvenes Viejos 

Nº de señales de ADNmt 
(UA) 

       13,65  0,29 
 (n = 161)b 

      13,69  0,28 
 (n = 163)b 

Área de señales de ADNmt 
(µm2) 

     0,8796  0,017 
 (n = 2.200)c 

    0,9946  0,018 
      (n = 2.117)c, a*** 

Intensidad de señales de 
ADNmt (UA) 

     27.366  720 
 (n = 2.200)c 

    33.613  820 
      (n = 2.117)c, a*** 

Área del núcleo (µm2)        218,5  5,8 
 (n = 180)b 

      247,6  6,1 
      (n = 173)b, a*** 

Intensidad del núcleo (UA)   2,04x107  1,37x106 

 (n = 180)b 
 2,72x107  1,14x106 

      (n = 173)b, a*** 

Nº de señales de telómero 
por núcleo (UA) 

       39,28  2,01 
 (n = 50)b 

      36,16  1,21 
 (n = 103)b 

Área de las señales de 
telómero (µm2) 

       0,419  0,009 
 (n = 1.716)d 

      0,425  0,007 
 (n = 2.663)d 

Intensidad de las señales 
de telómero (UA) 

       9.203  297 
 (n = 1.716)d 

      9.286  247 
(n = 2.663)d 

 
Los valores representan la media ± SEM. UA = unidades arbitrarias. a indica diferencias 
significativas respecto al grupo de ratas jóvenes, b indica el nº de núcleos medidos, c indica el 
número de señales de ADNmt medidas, d indica el número de señales de ADN de telómero 
medidas. *** (p<0,001).  
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1.- SUPLEMENTACIÓN DE METIONINA 
 

La metionina es un aminoácido esencial en mamíferos que se ingiere normalmente 

con las proteínas de la dieta y se trasporta en el plasma hasta ser incorporado por los tejidos. 

El hígado captura una alta proporción de aminoácidos sulfurados a través de la circulación 

portal y juega un papel principal en el metabolismo de la metionina. 

 

Estudios previos han demostrado que la restricción de metionina, incrementa la 

longevidad máxima en ratas (Richie et al, 1994; Zimmerman et al, 2003) y ratones (Miller et 

al, 2005). Resultados parecidos han sido descritos más recientemente en Drosophila 

melanogaster con aumentos de longevidad después de tratamientos de restricción proteica 

(Mair et al, 2005; Min & Tatar, 2006) y de restricción de metionina (Troen et al, 2007). 

Además de su efecto sobre la longevidad máxima, la restricción de metionina también 

retrasa muchos cambios asociados al envejecimiento y enfermedades degenerativas en 

roedores. Entre estos, la restricción de metionina reduce la masa de grasa visceral y 

previene aumentos asociados al envejecimiento de triglicéridos y colesterol en sangre 

(Malloy et al, 2006). En ratones, la restricción de metionina retrasa el desarrollo de cataratas, 

minimiza los cambios de células T asociados al envejecimiento y reduce los niveles de 

glucosa, insulina e IGF-1 en sangre (Miller et al, 2005). 

 

Varios experimentos desarrollados en rata han demostrado que la restricción de 

metionina también es responsable del descenso en la producción mitocondrial de radicales 

libres y el daño oxidativo al ADN mitocondrial que tienen lugar durante la restricción 

dietética (Sanz et al, 2006a; Caro et al, 2008, 2009). 

 

Por otro lado, la suplementación de metionina en la dieta causa daño en diferentes 

órganos; incrementa la peroxidación lipídica y altera tanto los niveles de hierro como los de 

varias enzimas antioxidantes en hígado, lo que indicaría un incremento del estrés oxidativo 

que podría conducir a la hepatotoxicidad (Lynch & Strain, 1989; Toborek et al, 1996; Mori 

& Hirayama, 2000; Park et al, 2008). Este tratamiento también genera daño por 

acumulación de hierro en el bazo (Benevenga et al, 1976) y fibrosis tubulointersticial en el 

riñón (Kumagai et al, 2002).  
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Las dietas suplementadas con proteínas o con metionina incrementan los niveles de 

homocisteína en plasma de roedores (Hidiroglou et al, 2004; Velez-Carrasco et al, 2008) y 

humanos (Verhoef et al, 2005). La elevación de los niveles de homocisteína en plasma 

puede causar enfermedades vasculares como la aterosclerosis (Matthias el al, 1996; Troen et 

al, 2003; Guo et al, 2008) y la hipertensión (Robin et al, 2004). Además puede acelerar el 

envejecimiento del sistema vascular (Fau et al, 1998) y posiblemente del cerebro (Ho el al, 

2001; Algaidi el al, 2006; Tyagi et al, 2009).  

 

Dado que en la actualidad el contenido de metionina en las dietas occidentales excede 

considerablemente la cantidad diaria recomendada para adultos (El RDA para las proteínas 

en humanos son 0,8 g de proteína por kg de peso corporal por día; Lopez-Torres & Barja, 

2008a), estas poblaciones están sometidas a suplementación de metionina. Por lo tanto, es 

importante determinar los mecanismos de toxicidad de este aminoácido que actualmente 

no están claros y analizar si la suplementación de metionina produce efectos contrarios a 

los de su restricción.  

 

Los datos obtenidos en la presente tesis indican que la suplementación de metionina, 

no modifica significativamente el peso de los animales. La restricción moderada de 

metionina (una disminución del 0,86 al 0,52 % de metionina en dieta) no produce una 

modificación significativa del peso corporal en estudios realizados en rata (Caro et al, 2009). 

Por otro lado, la restricción intensa de metionina (una disminución del 0,86 al 0,17 % de 

metionina en dieta) produce una disminución del peso corporal de los animales asociado a 

una reducción drástica de la grasa visceral de los mismos (Malloy et al, 2006). Así pues, al 

contrario que ocurre en la restricción intensa de metionina y al igual que ocurre en la 

restricción moderada de este aminoácido, la suplementación de metionina no produce la 

modificación significativa del peso corporal en rata tras 7 semanas de tratamiento. 

 

En trabajos previos de suplementación con metionina en rata se observó una 

disminución del peso de los animales tratados frente a los animales controles (Benevenga et 

al, 1976; Fau et al, 1998; Mori & Hirayama, 2000). En estos trabajos el suministro de 

comida fue ad libitum y se observó una ingesta significativamente inferior en los animales 

suplementados al menos durante los 3 primeros meses de tratamiento (Benevenga et al, 

1976; Mori & Hirayama, 2000). Sin embargo, en la presente tesis se suministró a los 

animales control la misma cantidad de comida que tomaban los animales suplementados 



Discusión 
 

 
 160 

(pair feeding), lo que conllevó la ausencia de diferencias significativas entre el peso de los 

animales de ambos grupos. Por consiguiente, parece que la suplementación de metionina 

no produce una disminución del peso de los animales directamente y que sería la reducción 

en la ingesta la que conduciría a una reducción del peso corporal en otros estudios de 

suplementación de metionina. 

 

Los estudios de restricción de metionina en dieta indican que dicho tratamiento no 

modifica significativamente el consumo de oxígeno en mitocondrias hepáticas (Caro et al, 

2008). En nuestro caso parece que la suplementación de metionina incrementa 

significativamente el consumo de oxígeno de las mitocondrias de hígado en estado 3 

cuando se utiliza como sustrato glutamato/malato (sustrato del complejo I) o succinato 

con rotenona (sustrato del complejo II). Dicho tratamiento también incrementa el 

consumo de oxígeno de las mitocondrias de corazón en estado 3 y 4 cuando se utiliza el 

sustrato del complejo II. Por el contrario, parece que la suplementación de metionina no 

modifica el consumo de oxígeno en las mitocondrias de cerebro mientras que la restricción 

de dicho aminoácido incrementaría este parámetro en dicho órgano (Caro et al, 2009). 

 

La restricción de metionina (Sanz et al, 2006a; Caro et al, 2008, 2009), al igual que la 

restricción dietética (Sohal et al, 1994; Sohal & Weindruch, 1996; Gredilla et al, 2001a,b) y 

de proteínas (Sanz et al, 2004), disminuye la producción mitocondrial de radicales libres. 

Dado que esta generación mitocondrial de especies reactivas correlaciona con la longevidad 

máxima (Barja et al, 1994b; Lambert et al, 2007; Robert et al, 2007), la reducción en la 

producción de radicales libres podría ser responsable del incremento de longevidad 

observado. Así pues, un incremento en la producción de especies reactivas en la 

mitocondria podría incrementar el estrés oxidativo y llegar a reducir la longevidad. 

 

La suplementación de metionina en la dieta produce un incremento significativo de la 

producción de radicales libres sólo en las mitocondrias del hígado de rata, mientras que no 

se producen variaciones significativas de este parámetro en las mitocondrias del resto de 

órganos estudiados. El incremento en la producción de radicales libres de las mitocondrias 

hepáticas se produce al utilizar sustratos del complejo I (piruvato/malato y 

glutamato/malato), mientras que no se observa cuando se utiliza el sustrato del complejo II 

(succinato). Como los principales productores de radicales libres en la cadena de transporte 

de electrones se encuentran en el complejo I (Barja, 1999a; Herrero & Barja, 2000; Gredilla 
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et al 2001b; Kudin et al, 2005; Muller et al, 2008) y en el complejo III (Boveris et al, 1976; 

Barja, 1999a; Kudin et al, 2005), podemos concluir que este incremento en la producción de 

radicales libres en las mitocondrias de hígado tiene lugar a nivel de complejo I. Estos 

resultados parecen estar en concordancia con los obtenidos en experimentos previos de 

restricción de metionina en hígado, donde se observaba un descenso significativo de la 

producción de radicales libres a nivel de complejo I en este órgano (Sanz et al, 2006a; Caro 

et al, 2008). Sin embargo, aunque la restricción de metionina es capaz de disminuir 

significativamente la producción de especies reactivas a nivel del cerebro y del riñón (Caro 

et al, 2009), la suplementación de este aminoácido en dieta no produce el efecto contrario. 

Por consiguiente, parece que la suplementación de este aminoácido en dieta sólo afecta a la 

producción mitocondrial de radicales libres en el hígado, mientras que la restricción 

también afectaría a la producción de cerebro y riñón (Caro et al, 2008, 2009). 

 

En cualquier caso, el incremento de la generación de especies reactivas a nivel de las 

mitocondrias del hígado podría constituir un mecanismo posible para explicar la 

hepatotoxicidad  que se produce en los animales sometidos a suplementación con 

metionina quizás debido a una elevada sensibilidad de este órgano a dicho tratamiento. 

 

Los datos de nuestro trabajo indican que la suplementación de metionina  incrementa 

significativamente el % FRL a nivel del complejo I de las mitocondrias de hígado, mientras 

que no modifica este parámetro en las mitocondrias de ninguno de los demás órganos 

estudiados. 

 

Como ya hemos comentado, la suplementación de metionina produce un incremento 

significativo en el consumo mitocondrial de oxígeno en estado 3 cuando se utilizan 

sustratos del complejo I y II en este órgano. Sin embargo, como el % FRL se incrementa 

igualmente en estas mitocondrias a nivel de complejo I, el incremento de la producción de 

radicales libres a nivel de dicho complejo no se debe al aumento del consumo de oxígeno 

de las mitocondrias de hígado. Por lo tanto, estos resultados están de acuerdo con los 

obtenidos en diversos experimentos de restricción de dieta (Gredilla et al, 2001a;       

Lopez-Torres et al, 2002), de proteínas (Sanz et al, 2004) y de metionina (Sanz et al, 2006a; 

Caro et al, 2008, 2009), en los que las variaciones en la producción de radicales libres de 

oxígeno no dependen del consumo de oxígeno mitocondrial. 
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No hay variaciones significativas del % FRL en el resto de los órganos estudiados. 

Por lo tanto, aunque se produce un incremento significativo del consumo de oxígeno en el 

caso del corazón cuando se utilizan sustratos del complejo II de la cadena de transporte de 

electrones mitocondrial, éste no afecta a la fuga de radicales libres en dicho órgano. 

 

Se sabe que la paloma presenta una producción mitocondrial de radicales libres 

menor que la rata, específicamente a nivel del complejo I (Barja et al, 1994a;             

Herrero & Barja, 1997a,b). Lo mismo ocurre cuando comparamos los periquitos y canarios 

con el ratón (Herrero & Barja, 1998). Estas diferencias en la producción de ROS se han 

atribuido al menor contenido en complejo I que presentan las mitocondrias de paloma 

comparadas con las de la rata (St-Pierre et al, 2002) y las de periquitos y canarios 

comparadas con las de ratón (Pamplona et al, 2005). Se ha observado que tanto la 

restricción de proteína como de metionina pueden reducir los niveles de los complejos I y 

IV  en las mitocondrias de corazón, de cerebro y de hígado (Sanz et al, 2006a; Ayala et al, 

2007; Caro et al, 2009) de rata. También se ha descrito la disminución de los niveles del 

complejo III después de la restricción de metionina en cerebro (Naudi et al, 2007) e hígado 

(Caro et al, 2008) de rata. Por lo tanto la variación de los niveles de los complejos 

multiproteicos de la cadena de transporte de electrones podría ser el mecanismo 

responsable del incremento en la producción de radicales libres en el complejo I de las 

mitocondrias de hígado tras la suplementación de metionina. 

 

Como ya se ha comentado, los principales productores de radicales libres en la 

mitocondria son el complejo I y el complejo III. Sin embargo, se analizaron los cuatro 

complejos multiproteicos porque las variaciones de cualquiera de ellos podrían afectar al 

grado de reducción de los mismos, lo cual modificaría la generación de especies reactivas. 

 

Nuestros resultados indican que la suplementación de metionina produce el descenso 

en los niveles del complejo IV en mitocondrias de hígado y cerebro, así como de todos los 

complejos mitocondriales en riñón.  

 

También se observa un incremento significativo de la concentración de la subunidad 

de 29,6 kDa del complejo III de las mitocondrias hepáticas, mientras que los niveles de la 

subunidad 48,5 kDa de este complejo no presenta variaciones significativas. Como el 

incremento en la concentración de una de las subunidades nos sería suficiente para 
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producir el aumento de los niveles del complejo entero, la concentración de dicho 

complejo no se alteraría en las mitocondrias hepáticas de los animales suplementados con 

metionina. 

 

No se modificaron los niveles de los productores de radicales libres en la cadena de 

transporte de electrones (complejos I y III) de las mitocondrias de hígado después de 7 

semanas de suplementación de metionina. Por lo tanto el incremento en la producción de 

radicales libres en mitocondrias de hígado tras el tratamiento no parece deberse a la 

variación en la concentración de dichos productores de radicales libres y tendrá que 

atribuirse a cambios cualitativos más que a cambios cualitativos en los complejos 

mitocondriales productores de ROS. 

 

La disminución observada en la concentración del complejo IV en mitocondrias de 

hígado tras la suplementación con metionina podría alterar el grado de reducción de los 

complejos de la cadena de transporte electrónico que le preceden, lo que modificaría la 

producción mitocondrial de radicales libres y podría explicar el aumento de producción de 

ROS por el complejo I. Sin embargo, aunque este mecanismo sería válido para el caso del 

hígado, no lo es para el cerebro porque las mitocondrias de este último órgano 

experimentan una reducción de los niveles del complejo IV sin presentar variaciones 

significativas en la generación mitocondrial de especies reactivas. 

 

El incremento en la producción de radicales libres por parte del complejo I de las 

mitocondrias de hepáticas también puede ser causado por modificaciones cualitativas en los 

complejos mitocondriales. Estas modificaciones podrían consistir en cambios estructurales 

en las subunidades de dichos complejos ya sea por splicing alternativo, por procesamiento 

postraduccional o cualquier otro proceso que produzca los cambios estructurales que 

faciliten el incremento en la generación de especies reactivas por parte del complejo I sin 

alterar los niveles de dicho complejo en la mitocondria. 

 

Sorprendentemente, en el caso del riñón se produce una disminución significativa de 

los cuatro complejos mitocondriales de la cadena de transporte electrónico en los animales 

sometidos a suplementación de metionina, que no afecta al consumo de oxígeno ni a la 

producción de radicales libres. La modificación de los niveles de todos los complejos 

mitocondriales simultáneamente podría evitar que se produzcan cambios en la generación 
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de radicales libres en el caso del riñón. Otra posible explicación sería la existencia de 

modificaciones cualitativas en los complejos multiproteicos de la cadena de transporte 

electrónico que eviten los cambios en la producción de radicales libres y el consumo de 

oxígeno a pesar de la disminución en los niveles de dichos complejos. 

 

En nuestro trabajo hemos observado que los niveles del factor de inducción de la 

apoptosis (AIF) disminuyen en riñón, mientras que no presentan variaciones significativas 

en el resto de los órganos. El AIF además de tener funciones apoptóticas, es requerido para 

la fosforilación oxidativa (Porter & Urbano, 2006), y para la biogénesis y mantenimiento 

del complejo I (Vahsen et al, 2004) en la mitocondria. Así pues, la disminución del 

contenido del complejo I en riñón tras la suplementación de metionina podría ser explicada 

por la reducción de los niveles de AIF que tiene lugar en este órgano que sucede tras dicho 

tratamiento. Del mismo modo, en el resto de órganos estudiados no varían los niveles de 

AIF y tampoco se modifica el contenido en complejo I de las mitocondrias de estos 

órganos. 

 

Podemos concluir que el incremento de la producción de radicales libres a nivel de 

complejo I en hígado tras la suplementación de metionina en dieta puede ser debido a la 

elevación del grado de reducción de dicho complejo causada por la disminución de los 

niveles del complejo IV hepático, a cambios cualitativos en la cadena de transporte de 

electrones de las mitocondrias del hígado que modifiquen la producción de especies 

reactivas a nivel de complejo I, o a una combinación de ambas modificaciones. El hecho de 

que el incremento en la producción de especies reactivas sea a nivel de complejo I es 

consistente con los resultados de estudios previos de restricción de metionina, donde la 

disminución en la producción mitocondrial de radicales libres tiene lugar a nivel de dicho 

complejo (Sanz et al, 2006a; Caro et al, 2008; 2009). Sin embargo, el mecanismo por el que 

se altera la generación de especies reactivas parece ser  distinto en ambos tratamientos, ya 

que mientras que en la restricción de metionina el descenso en la producción de radicales 

libres en complejo I va acompañado de la reducción de los niveles de varios de los 

complejos mitocondriales entre los que se encuentra el complejo I (Sanz et al, 2006a;     

Caro et al, 2008), en la suplementación de metionina el incremento en la generación de 

especies reactivas va acompañado solamente de la variación de los niveles del complejo IV. 
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La suplementación con metionina podría ser perjudicial debido a la metionina en si 

misma o a los metabolitos generados directamente por su metabolización, como es el caso 

de la S-adenosilmetionina (SAM) y la S-adenosilhomocisteína (SAH) (Regina et al, 1993).  

 

 Algunos estudios indican que los aminoácidos pueden llegar a activar rutas de 

señalización intracelulares que inhiben la proteolisis autofágica y que presentan un efecto 

sinérgico con la señalización dependiente de insulina (Blommaart et al, 1995), por lo tanto 

parece que los aminoácidos pueden interaccionar con la señalización dependiente de 

insulina e incluso llegar a estimular la transducción de la señal por si mismos (van Sluijters 

et al, 2000). Nuestros datos indican que la suplementación de metionina en dieta  

incrementa la concentración de este aminoácido en los cuatro órganos estudiados. Así pues, 

es posible que la activación por parte de la metionina de alguna ruta de señalización 

desencadene los efectos producidos por la suplementación de este aminoácido en dieta 

sobre la producción de radicales libres. Sin embargo, los cambios en la generación 

mitocondrial de especies reactivas sólo se producen en hígado, mientras que el incremento 

de los niveles de metionina se produce en todos los órganos estudiados. Por lo tanto, si se 

produce la activación de una ruta de señalización intracelular por parte de la metionina, 

dicha ruta produciría efectos diferentes en los distintos órganos, de forma que solamente 

incrementaría la producción de radicales libres en el caso del hígado. 

 

Los niveles de SAM se incrementaron tras la suplementación de metionina tanto en 

hígado como en corazón, mientras que los de SAH lo hicieron en todos lo órganos 

estudiados. Tanto la elevación de los niveles de SAM como de SAH podría ser responsable 

del incremento de la producción de radicales libres en hígado. Sin embargo, como los 

niveles de estos metabolitos también se incrementan en órganos donde no se producen 

variaciones en la generación de especies reactivas, la influencia de estos metabolitos sobre 

dichos parámetros variaría en función del órgano de estudio. 

 

El incremento en la producción mitocondrial de radicales libres y el % FRL en el 

hígado de ratas suplementadas con metionina también podría ser resultado de una 

respuesta regulada en lugar de un efecto directo de un metabolito de la metionina. Dado 

que la metionina es un donador de grupos metilos, los cambios en la metilación del ADN 

podrían ser, aunque fuera de forma parcial, el origen de las variaciones en la expresión 

génica descritas después de la suplementación de metionina (Fukagawa & Galbraith, 2004;         
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Park et al, 2008). En nuestro caso, el potencial de metilación (medido como el cociente 

SAM/SAH) se reduce sólo en corazón mientras que nos varía en el resto de los órganos 

estudiados. Como en el corazón no se produce la modificación mitocondrial de radicales 

libres, parece que las variaciones del potencial de metilación no son responsables de los 

efectos de la suplementación de metionina en dieta sobre la generación de especies 

reactivas.  

 

Por último tenemos que valorar la posible participación en el aumento de generación 

de ROS después de la suplementación con metionina de una ruta alternativa para la 

degradación de la metionina en la que no se producen SAM y SAH. Esta ruta alternativa es 

la ruta de transaminación en la que la metionina se metaboliza por la acción de las 

transaminasas para formar ácido metiltiobutírico. Existen indicios de que esta ruta de 

transaminación de la metionina es la responsable de la toxicidad de la misma en los 

hepatocitos de ratón (Dever & Elfarra, 2008). El ácido metiltiobutírico generará ácido 3-

metiltiopropiónico que a su vez se puede metabolizar a sustancias altamente tóxicas y 

volátiles como el metanotiol, el cual puede ser responsable de la inhibición de enzimas 

implicadas en la protección contra el daño peroxidativo de forma similar a la metionina 

(Finkelstein & Benevenga, 1986). Aunque las transaminasas necesarias para el inicio de esta 

ruta están presentes en músculo esquelético, corazón e hígado, la mayor actividad de esta 

enzima se encuentra en este último órgano (Scislowski & Pickard, 1993). Así pues, el 

catabolismo de la metionina por la ruta de transaminación podría explicar la mayor 

sensibilidad del hígado a la suplementación de metionina, ya que produciría metabolitos 

que podrían ser responsables de los efectos adversos de dicho tratamiento, entre los que se 

podrían encontrar el incremento en la producción de radicales libres. 

 

El daño oxidativo al ADN mitocondrial presenta una correspondencia con la 

producción mitocondrial de radicales libres. Así pues, estudios en diversos órganos de 

paloma y rata demostraron que la paloma presenta una menor producción de radicales 

libres (Barja et al, 1994a; Herrero & Barja, 1997a,b) y daño al ADN (Herrero & Barja, 1999) 

en sus mitocondrias que la rata. Las investigaciones en periquito, canario y ratón 

confirmaron que tanto la producción mitocondrial de radicales libres (Herrero & Barja, 

1998) como los niveles de 8-hidroxi-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodG; Herrero & 

Barja, 1999) son mayores en mamíferos que en aves de similar tamaño corporal. Por lo 

tanto, parece existir una relación entre la generación de especies reactivas en la mitocondria 
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y el daño oxidativo al ADN mitocondrial al comparar especies de vida larga con especies de 

vida corta. Esta correspondencia también se ha observado en estudios previos de 

restricción dietética (Gredilla et al, 2001a; Lopez-Torres et al, 2002), restricción de proteínas 

(Sanz et al, 2004) y restricción de metionina (Sanz et al, 2006a; Caro et al, 2008), donde el 

descenso en la producción mitocondrial de radicales libres y los niveles de 8-oxodG en el 

ADN mitocondrial discurren de forma paralela en hígado de rata.  

 

La suplementación de metionina produjo un incremento del daño oxidativo en el 

ADN mitocondrial del tejido hepático, que concuerda con el incremento en la generación 

de radicales libres que se produjo en este órgano tras el tratamiento. 

 

Este tratamiento no modificó la producción mitocondrial de radicales libres ni los 

niveles de 8-oxodG del ADN mitocondrial en corazón, cerebro y riñón de rata. Por lo 

tanto, estos resultados confirman la correspondencia existente entre estos dos parámetros, 

y están en concordancia con estudios previos de restricción de lípidos (Sanz et al, 2006b) e 

hidratos de carbono (Sanz et al, 2006c), en los que al no variar la producción de radicales 

libres, tampoco se modificaron los niveles de 8-oxodG. 

 

Por otra parte el complejo I es responsable de los cambios en la producción de 

radicales libres descritos tanto en el presente estudio de suplementación de metionina, 

como en los estudios citados de restricción de dieta (Gredilla et al, 2001b; Lopez-Torres et 

al, 2002), proteínas (Sanz et al, 2004) y de metionina (Sanz et al, 2006a; Caro et al, 2008; 

2009). Esta producción de radicales libres del complejo I es particularmente interesante ya 

que, se sabe que está específica y completamente dirigida hacia la matriz mitocondrial 

(Kudin et al, 2005) donde se localiza el ADN mitocondrial. Así pues, la gran proximidad o 

incluso el contacto entre los lugares de generación de especies reactivas y el ADN 

mitocondrial podría ser la explicación de la correspondencia entre estos dos parámetros. 

 

Los datos de la presente tesis indican que la suplementación de metionina produce la 

reducción significativa de los niveles de marcadores de daño oxidativo, lipoxidativo y 

glicoxidativo a proteínas en cerebro y en riñón, mientras que no produce variaciones de 

estos parámetros en hígado y corazón. 
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En el caso del corazón, la ausencia de cambios en la producción mitocondrial de 

radicales libres está en concordancia con el mantenimiento de los niveles de los marcadores 

de daño oxidativo, lipoxidativo y glicoxidativo a proteínas. 

 

Por el contrario, las mitocondrias de hígado experimentan un incremento en la 

producción de radicales libres a nivel de complejo I que no se traduce en un incremento en  

los niveles de los marcadores de daño oxidativo, lipoxidativo y glicoxidativo a proteínas en 

dicho órgano. 

 

Existen situaciones, como la inhibición de determinadas enzimas antioxidantes como 

la catalasa (Lopez-Torres et al, 1993a) o el ejercicio moderado en el entrenamiento crónico 

(Gomez-Cabrera et al, 2008), en las que el incremento del estrés oxidativo puede inducir 

incrementos de los niveles de determinadas enzimas antioxidantes endógenas, entre la que 

se incluyen la superoxido dismutasa, la glutation peroxidasa o la catalasa, y otros 

antioxidantes no enzimáticos, entre los que se encuentra el glutation reducido. Este 

aumento de las defensas antioxidantes puede conducir a una disminución del estrés 

oxidativo, que se traduciría en una reducción de los niveles de los marcadores de daño 

oxidativo. Se ha descrito que la suplementación de metionina en dieta es capaz de producir 

el incremento de los niveles de diversas enzimas antioxidantes como la superoxido 

dismutasa, la catalasa, la glutation reductasa y la glutation peroxidasa en el hígado de ratas 

(Seneviratne et al, 1999; Mori & Hirayama, 2000), ratones (Park et al, 2008) y conejos 

(Toborek et al, 1996). Sin embargo, en otro estudio no se produjeron cambios en las 

actividades de dichas enzimas (Stefanello et al, 2005), pero en este último experimento la 

metionina fue añadida in vitro a homogenados de hipocampo de rata por lo que estas 

compensaciones adaptativas previamente mencionadas no podrían tener lugar. En algunos 

casos estas inducciones adaptativas de enzimas antioxidantes se pierden cuando la 

suplementación de metionina se prolonga en el tiempo (6 meses), lo que correlaciona con 

un incremento de la peroxidación lipídica (Mori & Hirayama, 2000) que no se observa 

mientras la inducción de enzimas antioxidantes tiene lugar. Por consiguiente, es posible que 

la suplementación de metionina induzca una respuesta adaptativa en la que se incrementen 

los niveles de las defensas antioxidantes hepáticas, lo cual podría evitar las variaciones 

significativas de los niveles de los marcadores de daño oxidativo, lipoxidativo y 

glicoxidativo a proteínas, a pesar del incremento de la producción mitocondrial de radicales 

libres observado en dicho órgano. 
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Otra posibilidad para explicar la ausencia de cambios en los niveles de los marcadores 

de daño oxidativo a proteínas sería la activación de los sistemas catabólicos implicados en 

la reparación de daño a proteínas, lo que amortiguaría el posible incremento en estos 

marcadores por el aumento del estrés oxidativo. 

 

La suplementación de metionina reduce los niveles de los marcadores de daño 

oxidativo, lipoixidativo y glicoxidativo a proteínas en cerebro y riñón, aunque no varía de 

forma significativa la producción mitocondrial de radicales libres en estos órganos. Sin 

embargo, el tratamiento produce una elevación de los niveles de metionina y de SAH en 

ambos. Por lo tanto, es posible que este aumento en los niveles de metionina o de SAH 

induzca el incremento de las enzimas antioxidantes o la activación de los sistemas 

catabólicos de reparación en estos tejidos, que permitiría la reducción de los niveles de los 

marcadores de daño a proteínas. 

 

Entre las macromoléculas biológicas, los PUFA son las que muestran mayor 

sensibilidad al daño oxidativo inducido por los radicales libres. Dicha sensibilidad a la 

oxidación aumenta exponencialmente en función del número de dobles enlaces por 

molécula de ácido graso, de forma que un bajo grado de insaturación en lo ácidos grasos 

podría ser ventajoso por disminuir su sensibilidad a la peroxidación lipídica. De acuerdo 

con este hecho, se ha descrito que los individuos de las especies animales longevas tienen 

un menor grado de insaturación de los ácidos grasos de sus tejidos en general y de sus 

mitocondrias en particular, que los individuos pertenecientes a especies de vida corta 

(Pamplona et al, 1996). El menor DBI observado en las especies longevas es debido a 

cambios en el tipo de ácidos grasos insaturados que participan en la composición de  las 

membranas. De esta forma, hay una redistribución sistemática entre los niveles de PUFAs 

presentes, en tejido y en mitocondria, desde los altamente insaturados ácido araquidónico 

(20:4n-6, AA) y docohexanóico (22:6n-3, DHA), en especies de vida corta, a los menos 

insaturados, ácido linoléico (18:2n-6, LA) y, en algunos casos, linolénico (18:3n-3, LNA), en 

las especies longevas a nivel mitocondrial y tisular (Pamplona et al, 2002a). 

 

Estudios previos han descrito que la restricción de metionina al 80 % disminuye el 

DBI y el PI de las membranas hepáticas (Caro et al, 2008, 2009), mientras que la restricción 

al 40 % no produce variaciones de estos parámetros en hígado, cerebro y riñón de rata 
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(Caro et al, 2008). Al igual que la restricción de metionina al 80 %, la suplementación de 

este aminoácido en dieta produce un descenso significativo del DBI y del PI en el hígado. 

El descenso de estos dos parámetros se produce por una redistribución de los ácidos grasos, 

similar a la que tiene lugar entre especies de vida larga y  corta, de forma que en el hígado 

de los animales suplementados los niveles de los ácidos grasos más insaturados como el 

adrénico (22:4n-6), araquidónico (20:4n-6), eicosapentanoico (20:5n-3), dihomo-γ-linoleico 

(20:3n-6) y α-linolénico (18:3n-3) disminuyen y los de los menos insaturados como el 

linoleico (18:2n-6) y oleico (18:1n-9) aumentan. 

 

En el caso del cerebro, la suplementación con metionina produce un incremento 

significativo de los PUFAn-6, sin embargo esta modificación no llega a alterar ni el DBI ni 

el PI. Estos dos parámetros tampoco se modificaron en corazón ni en riñón.  

 

Los cambios producidos por la suplementación de metionina en el DBI y el PI 

muestran una correspondencia con los cambios causados por dicho tratamiento en la 

producción mitocondrial de radicales libres. De este modo, se produce un descenso en el 

DBI y el PI únicamente en el hígado, que es el tejido donde se incrementa la producción de 

radicales libres, mientras que en el resto de los tejidos estudiados no se modifican estos dos 

parámetros. 

 

El descenso del grado de insaturación de los ácidos grasos producido por el exceso 

de metionina en dieta podría ser una respuesta adaptativa que permitiría una reducción de 

la sensibilidad a la peroxidación lipídica sin alterar la fluidez/microviscosidad de la 

membrana celular y que podría compensar, al menos en parte, el aumento de la producción 

de radicales libres observado en el hígado.  

 

Alternativamente, el aumento en producción de ROS en hígado podría causar el 

descenso del DBI y el PI hepáticos a través de un aumento de peroxidación lipídica, 

proceso que actúa a través de la degradación de ácidos grasos poliinsaturados. La 

suplementación con metionina produce un incremento de la peroxidación lipídica en 

hígado de ratas (Lynch & Strain, 1989; Mori & Hirayama, 2000), ratones (Park et al, 2008) y 

conejos (Toborek et al, 1996), que podría estar causado por el aumento de la generación de 

radicales libres que se produce en dicho órgano tras el tratamiento, tal y como indican los 

resultados de esta tesis. Este incremento en la peroxidación lipídica se detecta cuando la 



Discusión 
 

 
 171 

duración de la suplementación con metionina es superior a 3 meses (Toborek et al, 1996; 

Mori & Hirayama, 2000; Park et al, 2008). Así pues, la disminución en el DBI y el PI  

producida por la suplementación con metionina protegería las membranas hepáticas los 

primeros meses de tratamiento, pero no podría evitar el incremento en la peroxidación 

lipídica en tratamientos más prolongados en el tiempo. 

 

En los estudios de Lynch & Strain (1989) se observa un incremento de peroxidación 

lipídica tras 7 semanas de tratamiento, utilizando una dieta control con 0,2 g/100 g frente a 

una dieta suplementada con 2,0 g/100 g. El nivel de metionina en la dieta suplementada es 

similar al que utilizamos en los experimentos de esta tesis (2,5 g/100 g), sin embargo la 

cantidad de metionina de la dieta control es inferior a 0,5 g/100 g utilizados en las dietas 

restringidas en metionina al 40% en los experimentos de Caro et al (2008). Estos niveles de 

metionina producen una reducción de la generación de radicales libres en el hígado (Caro et 

al, 2008), lo que podría causar las diferencias detectadas por Lynch & Strain (1989) en los 

niveles de peroxidación lipídica entre grupos experimentales y explicar las discrepancias 

entre estos estudios y los de  Mori & Hirayama (2000) en los que el incremento en los 

niveles de peroxidación lipídica se observa cuando la duración del tratamiento es superior a 

3 meses. 

 

Varios estudios describen alteraciones de la biosíntesis y el metabolismo de los lípidos 

tras la suplementación con metionina; descensos en los niveles de triglicéridos hepáticos 

(Mori & Hirayama, 2000; Park et al, 2008) y HDL-C plasmáticos (Velez-Carrasco et al, 

2008). Además, los niveles altos de homocisteína, uno de los metabolitos intermediario en 

el catabolismo de la metionina, inducirían estrés en el retículo endoplasmático (Werstuck et 

al, 2001), lo que conduciría a la alteración de las rutas biosintéticas del colesterol y los 

triglicéridos mediante la activación de la expresión de genes de la biosíntesis de lípidos, que 

podrían relacionar los niveles elevados de homocisteína con la aterosclerosis. Esta 

alteración de las rutas biosintéticas de lípidos podría ser la responsable del descenso del 

DBI y del PI observado en las membranas hepáticas. 

 

En nuestro estudio, el descenso del grado de instauración de los ácidos grasos 

hepáticos sería adaptativo y podría compensar, al menos en parte el aumento de 

producción de ROS observado en el hígado.  
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De forma alternativa, el descenso en la insaturación de los ácidos grasos del hígado 

podría ser consecuencia directa del incremento en la generación de especies reactivas en la 

mitocondria. De este modo, como los radicales libres causan daño a los ácidos grasos 

insaturados, podrían acelerar su catabolismo o incluso llegar a destruirlos, produciendo la 

disminución en los niveles de estos ácidos grasos. Sin embargo, como no todos los ácidos 

grasos altamente insaturados descienden con la suplementación de metionina en hígado, 

éste no sería el único mecanismo que genere el descenso de DBI y PI en este órgano. 

 

Hasta ahora hemos estudiado el efecto de la suplementación de metionina en dieta 

sobre la producción mitocodrial de radicales libres en particular y el estrés oxidativo en 

general. Con este modelo hemos estudiado todos los efectos que produce la 

suplementación de metionina en dieta tras 7 semanas de tratamiento. Sin embargo, no 

podemos discriminar si los efectos sobre la generación mitocondrial de radicales libres se 

producen por interacciones directas con la mitocondria a corto plazo o si por el contrario 

se producen de forma indirecta por interacciones con otros elementos celulares a tiempos 

más largos. 

 

Se ha descrito que la producción de especies reactivas por el complejo I mitocondrial 

se incrementa en respuesta a la oxidación del glutation mitocondrial, de modo que la 

adición de glutation oxidado (GSSG) incrementa la tasa de generación de radical 

superóxido por parte de dicho complejo (Taylor et al, 2003). El GSSG reacciona con las 

subunidades de 75 y de 51 kDa del complejo I formando uniones reversibles             

proteína-glutation que correlacionan con un incremento significativo de la producción de 

radicales libres en este complejo (Taylor et al, 2003). De este modo, la glutationilización 

reversible de subunidades específicas del complejo I podría ser propuesta como mecanismo 

alternativo para regular la producción de radicales libres por parte del dicho complejo. 

Además, el efecto mencionado de la adición de GSSG podría explicar la correlación directa 

observada entre el índice GSSG/GSH y los niveles de 8-oxodG en el ADN mitocondrial 

en tejidos de ratón viejo (Asuncion et al, 1996), ya que un incremento en este índice 

aumentaría la producción mitocondrial de radicales libres a nivel del complejo I, lo que 

elevaría el daño oxidativo al ADN mitocondrial. Sin embargo, hay que señalar que las 

concentraciones de GSSG utilizadas en el estudio de Taylor et al (2003) están dentro del 

rango de lo suprafisiológico. 
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La suplementación de metionina incrementa los niveles de metionina, SAM y SAH en 

diversos órganos. Así pues, al igual que sucede en el caso del GSSG,  tanto la metionina 

como SAM o SAH podrían interaccionar directamente con los complejos mitocondriales 

modificando la producción de radicales libres. 

 

Las dietas ricas en proteínas o en metionina incrementan los niveles de homocisteína 

en plasma de roedores y humanos (Hidiroglou et al, 2004; Verhoef et al, 2005;                     

Velez-Carrasco et al, 2008). Además la homocisteína tiene un grupo tiol libre que puede ser 

oxidado dando lugar a la generación de uniones por puentes disulfuro, ya sea entre 

proteínas diferentes o entre subunidades de la misma proteína. Por consiguiente, la 

interacción de la homocisteína con las subunidades del complejo I por el mismo 

mecanismo que el GSSG podría ser responsable, al menos en parte, de los efectos de la 

suplementación de metionina sobre el estrés oxidativo mitocondrial. 

 

Así pues, la variación de la concentración tisular de metionina, SAM, SAH u 

homocisteína, podría modificar la producción mitocondrial de radicales libres por la 

interacción directa de estas moléculas con las propias mitocondrias. 

 

Como la administración de dietas suplementadas con metionina no nos permiten 

determinar si este aminoácido, la SAM, la SAH o la homocisteína interaccionan 

directamente con las mitocondrias produciendo efectos sobre la generación de especies 

reactivas a corto plazo, nos propusimos estudiar detalladamente el efecto directo in vitro de 

la metionina, la SAM, la SAH y la homocisteína sobre la producción mitocondrial de 

radicales libres. 

 

La adición de metionina in vitro incrementa significativamente la producción de 

radicales libres en mitocondrias de hígado al utilizar tanto el sustrato del complejo I 

(glutamato/malato) como el sustrato del complejo II (succinato más rotenona). Sin 

embargo, cuando utilizamos el inhibidor del complejo I (rotenona) con glutamato/malato, 

no observamos variaciones en la producción de radicales libres. Estos resultados indican 

que se produce un incremento en la generación de especies reactivas por la interacción 

directa de la metionina con las mitocondrias de hígado y que este aumento tiene lugar a 

nivel del complejo III. 
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En el caso del riñón, la adición de metionina in vitro produce un incremento de la 

generación de especies reactivas cuando se utiliza el sustrato del complejo I con y sin 

rotenona, que no tiene lugar cuando se utiliza el sustrato del complejo II. Por lo tanto, la 

interacción directa de la metionina con las mitocondrias de riñón produce un incremento 

de la producción de radicales libres específicamente a nivel del complejo I. 

 

Como las mitocondrias de corazón y cerebro, que están compuestos en gran parte 

por tejidos postmitóticos, no responden a la adición de metionina in vitro, podemos 

concluir que la metionina es capaz de interaccionar directamente con las mitocondrias 

procedentes de los órganos compuestos por tejidos mitóticos, produciendo un incremento 

en la generación de especies reactivas de oxígeno. Como las dietas suplementadas con 

metionina aumentan la concentración de este aminoácido tanto en hígado como en riñón, 

el incremento de la producción de radicales libres por interacción directa de la metionina 

con la mitocondria podría ser responsable de parte de los efectos deletereos producidos 

por el exceso de metionina en la dieta. 

 

Los estudios de Tyagi et al (2009) indican que la suplementación con metionina 

durante 24 horas de cultivos de endotelio cerebral de ratón produce un incremento en la 

producción intracelular de radicales libres. Este experimento se realizó en cultivos de 

endotelio, que es un tejido mitótico, por lo que estaría en concordancia con el incremento 

encontrado tras la adición de metionina in vitro a las mitocondrias procedentes de órganos 

compuestos por tejidos mitóticos. 

 

Como ya hemos comentado, el aumento en la producción de radicales libres en el 

caso del hígado, a diferencia del riñón, tiene lugar a nivel del complejo III. Sin embargo, 

hay que tener en cuenta que las mitocondrias están funcionalmente especializadas en los 

diferentes tejidos, de forma que el proteoma mitocondrial difiere de un tipo celular a otro. 

Un ejemplo claro lo tenemos en las mitocondrias del tejido adiposo pardo y del tejido 

adiposo blanco. El proteoma de las mitocondrias del primero es distinto al proteoma de las 

mitocondrias del segundo, de forma que las mitocondrias están adaptadas a la función de 

cada tejido (Forner et al, 2009). Por consiguiente, es posible que las características del 

proteoma de las mitocondrias de riñón, que serán diferentes a las del hígado, favorezca el 

incremento de la producción de radicales libres a nivel del complejo I en lugar del 

complejo III en presencia de metionina. 
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Hay que destacar que los datos de suplementación de metionina en dieta muestran 

que dicho tratamiento es capaz de incrementar la producción de radicales libres a nivel de 

complejo I en mitocondrias de hígado. Por lo tanto, aparentemente estos resultados de la 

suplementación de metionina en la dieta no concuerdan con los resultados del experimento 

in vitro, sin embargo existiría una explicación que sería consistente con todos los resultados. 

En el caso del experimento de la suplementación de metionina en dieta, las diferencias 

observadas en la producción mitocondrial de radicales libres serían debidas a las 

modificaciones a largo plazo en la estructura de la cadena de transporte de electrones que 

tardan semanas en manifestarse. Además es probable que estas modificaciones se deban a 

cambios que tienen lugar a nivel de expresión génica, ya sea de las propias proteínas de los 

complejos mitocondriales o de aquellas que participan en su procesamiento 

postraduccional. De este modo, dichos cambios se conservarían tras el aislamiento de 

dichas mitocondrias, en el que se eliminaría prácticamente todo el entorno de las mismas. 

Por el contrario, en los experimentos in vitro veríamos las variaciones de la producción 

mitocondrial de radicales libres que reflejan el efecto directo y a corto plazo de la metionina 

sobre la cadena de transporte electrónico. Así pues, la suplementación de metionina en 

dieta parece que es capaz de incrementar la producción de radicales libres del complejo I en 

mitocondrias de hígado a través de la modificación a largo plazo de la estructura de la 

cadena de transporte electrónico y además, dado que eleva la concentración de metionina 

en el tejido, podría ser capaz de incrementar la generación de especies reactivas a nivel de 

complejo III interaccionando directamente con las mitocondrias. 

 

En el caso del riñón, el incremento de la ingesta de metionina no produce ningún 

efecto sobre la producción mitocondrial de radicales libres a través de la modificación 

estructural a largo plazo de la cadena de transporte de electrones. Sin embargo, dado que 

este tratamiento eleva la concentración de metionina en el tejido, parece que es capaz de 

producir el aumento en la generación de especies reactivas a nivel del complejo I por 

interacción directa con la mitocondria. Este incremento en la producción de especies 

reactivas podría explicar el daño renal producido por el exceso de metionina en la dieta 

(Kumagai et al, 2002). 

 

En la restricción de metionina, el descenso en la producción mitocondrial de radicales 

libres y los niveles de 8-oxodG en el ADN mitocondrial transcurre de forma paralela           
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(Sanz et al, 2006a; Caro et al, 2008; 2009). También sucede en la suplementación de 

metionina en hígado, donde el incremento en la producción mitocondrial de radicales libres 

va paralelo al incremento en los niveles de 8-oxodG en el ADN mitocondrial. Dicha 

manipulación experimental es capaz de incrementar la concentración de la propia 

metionina en riñón y la metionina es capaz de producir un incremento de la producción 

mitocondrial de radicales libres a nivel del complejo I por señalización directa. Por lo tanto, 

debería aumentar el daño oxidativo al ADN mitocondrial en este órgano tras la 

suplementación de metionina en dieta. Sin embargo, la cantidad de 8-oxodG presente en el 

ADN mitocondrial depende tanto de los niveles de generación como en los de reparación 

del daño oxidativo a dicho ADN. Así pues, es posible que la ausencia de cambios en los 

niveles de 8-oxodG en el ADN mitocondrial de riñón en las ratas suplementadas con 

metionina se deba a un incremento en la actividad de los sistemas de reparación de dicho 

ADN, lo que facilitaría la ausencia de cambios en los niveles de esta base alterada aunque se 

produjera un aumento del daño sobre el ADN mitocondrial del riñón. 

 

La metionina in vitro reduce el consumo de oxígeno de las mitocondrias de corazón y 

de riñón sólo en estado 3. Sin embargo, esta modificación en el consumo de oxígeno no 

sucede en estado 4, por lo que no afectaría a la producción de radicales libres, que se mide 

en dicho estado 4. 

 

Las mitocondrias de hígado, corazón y cerebro, tratadas con homocisteína in vitro 

reducen su producción mitocondrial de radicales libres cuando se utiliza el sustrato del 

complejo I con y sin rotenona y el sustrato del complejo II con rotenona. Por lo tanto, 

podemos concluir que la homocisteína interacciona directamente con las mitocondrias de 

hígado, cerebro y riñón produciendo una reducción de la producción de radicales libres 

tanto a nivel del complejo I como a nivel del complejo III.  

 

También desciende el consumo de oxigeno de las mitocondrias de corazón en 

presencia de homocisteína. Esta reducción tiene lugar en estado 4, sin embargo su 

magnitud es insuficiente para explicar el descenso en la producción de radicales libres que 

se produce en las mitocondrias de este órgano. 

 

El trabajo de Chang et al (2004) realizado en mitocondrias de corazón de rata parece 

indicar que el tratamiento con homocisteína in vitro incrementa la producción mitocondrial 
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de radicales libres. Sin embargo, en este estudio se utilizan concentraciones de 

homocisteína más elevadas que en el nuestro, por lo que estas concentraciones, al ser más 

altas, producirían el aumento de la generación de especies reactivas en la mitocondria. La 

homocisteína es un compuesto capaz de causar la alteración del estado redox, generar 

carbonilos proteicos y favorecer la transferencia de átomos de hidrógeno generando 

radicales libres (Sibrian-Vazquez et al, 2010). Por lo tanto, es posible que el incremento de 

los radicales libres detectado en los ensayos con estas mitocondrias de corazón sea debido a 

efectos oxidantes producidos directamente por la elevada concentración de homocisteína 

en la prueba, en lugar de al incremento de la producción de radicales por parte de la 

mitocondria. 

 

En el caso de las mitocondrias de riñón, el tratamiento con homocisteína in vitro 

incrementa la producción de radicales libres con todos los sustratos e inhibidores 

empleados. Por lo tanto podemos concluir que la homocisteína es capaz de interaccionar 

directamente con las mitocondrias de riñón incrementando la producción de especies 

reactivas de oxígeno tanto a nivel del complejo I como a nivel del complejo III. Como la 

adición de homocisteína hace descender el consumo de oxígeno en estado 4 de las 

mitocondrias de riñón, el incremento en la producción de radicales libres es aún más 

notable. 

 

Como ya se ha comentado, las mitocondrias están adaptadas a la función de cada 

tejido, por lo que el proteoma mitocondrial difiere de un tipo celular a otro              

(Forner et al, 2009). Por consiguiente, es posible que las características del proteoma de las 

mitocondrias de riñón favorezca el incremento de la producción de radicales libres, 

mientras que las del proteoma mitocondrial del resto de los órganos estudiados favorezca 

la reducción de dicha producción, cuando se eleva la concentración de homocisteína. 

 

Aunque la homocisteína es capaz de provocar estos efectos, no se ha determinado si 

su concentración se incrementa en estos tejidos tras la suplementación de metionina en 

dieta. Por lo tanto, es posible que dicho tratamiento no modifique la concentración de 

homocisteína en estos tejidos o si lo hace ésta no se eleve hasta los niveles que se utilizaron 

en los experimentos de suplementación in vitro  de la presente tesis. 
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En conclusión, aunque la homocisteína produce incremento del daño oxidativo en el 

organismo, no parece que esto se deba a un incremento en la producción de radicales 

libres a nivel de la mitocondria, salvo en el caso del riñón donde se incrementa 

espectacularmente la generación de especies reactivas. 

 

Las mitocondrias de los cuatro órganos estudiados no modifican su producción de 

radicales libres con ningún sustrato ni inhibidor cuando son tratadas con SAM o SAH in 

vitro, por lo tanto podemos concluir que estos dos metabolitos no son capaces de modificar 

la producción de radicales libres por interacción directa con la mitocondria. 

 

Se ha demostrado que la metionina es capaz de afectar a la producción de radicales 

libres tanto a corto como a largo plazo, así como al estrés oxidativo en general. Sin 

embargo, serán necesarios más estudios para esclarecer los mecanismos por los cuales la 

metionina produce estos efectos y las consecuencias de su toxicidad en los seres vivos.  

 

 

2.- DETECCIÓN DE SECUENCIAS DE ADN MITOCONDRIAL 

EN EL ADN NUCLEAR 
 

El ADN mitocondrial recibe daño constantemente por el estrés oxidativo crónico 

generado en la mitocondria (Sastre et al, 2000; Sastre et al, 2003; Barja, 2004a). Este daño 

oxidativo al ADN mitocondrial correlaciona con la longevidad máxima tanto intra como 

inter-específicamente (Barja & Herrero, 2000; Barja, 2004b). 

 

Los radicales libres generados continuamente en la mitocondria durante el   

transporte electrónico pueden dañar el ADN mitocondrial (Asunción et al, 1996;                                

Barja & Herrero, 2000) generando desde mutaciones puntuales hasta grandes delecciones a 

lo largo de la vida de los individuos (Miquel et al, 1980; Crott et al, 2005; Sato et al, 2007). 

Aunque ambos tipos de alteraciones afectan a la información codificada en este ADN, 

estudios en ratones mutantes para la polimerasa gamma, que presentan un ritmo de 

envejecimiento acelerado, indican que las mutaciones puntuales no limitan la longevidad 

(Vermulst et al, 2007) y que son las grandes delecciones en el ADN mitocondrial las que 

causan el envejecimiento prematuro en estos ratones (Vermulst et al, 2008). Parece, por 
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tanto, que las grandes delecciones son las alteraciones del ADN mitocondrial 

determinantes en el proceso de envejecimiento. 

 

Las células poseen numerosas copias de ADN mitocondrial. Por lo tanto, para que se 

comprometan las funciones mitocondriales, es necesario que la mayoría de las copias del 

ADN mitocondrial estén mutadas. Aunque existe una expansión clonal de las copias de 

ADN mitocondrial con delecciones (Kraytsberg et al, 2003) y se ha demostrado que la 

cantidad de células con el ADN mitocondrial delecionado en la substantia nigra es elevada 

en humanos ancianos (Kraytsberg et al, 2006; Bender et al, 2006), la proporción de las 

células homoplásmicas para el ADN mitocondrial mutado es muy baja en la mayoría de los 

tejidos de los animales viejos situándose entre el 0,5 y el 2 % (Falkenberg et al, 2007). 

Actualmente no está claro cómo esta pequeña cantidad de células con su ADN 

mitocondrial mutado puede estar relacionada con el proceso de envejecimiento. 

 

Por otro lado, se sabe que la transferencia de secuencias de ADN mitocondrial al 

núcleo ha ocurrido repetidamente durante la evolución de los eucariotas              

(Blanchard & Lynch, 2000). Se ha descubierto que hay ADN mitocondrial insertado en los 

cromosomas de maíz cuya posición varia dramáticamente entre 10 líneas diferentes (Lough 

et al, 2008), por lo que parece que se está incorporando y perdiendo ADN mitocondrial en 

el ADN nuclear constantemente. 

 

Los radicales libres producidos en la mitocondria pueden llegar a romper el ADN 

mitocondrial, provocando delecciones y liberando fragmentos de este ADN. El hallazgo 

de fragmentos de ADN altamente oxidado en mitocondrias aisladas de hígado de rata 

(Suter & Richter, 1999) parece confirmarlo. Estos fragmentos de ADN podrían llegar a 

escapar de la mitocondria para ser posteriormente integrados en el genoma nuclear de 

células somáticas (Richter, 1988). La acumulación de fragmentos de ADN mitocondrial en 

el núcleo, que se produciría a lo largo de la vida del individuo, podría cambiar la 

información codificada en el mismo ADN nuclear y, consecuentemente, contribuir tanto a 

la formación de células tumorales como al proceso de envejecimiento (Richter, 1988). 

 

En nuestro trabajo, la técnica de la PCR en tiempo real (RT-PCR) se utilizó para 

detectar los genes mitocondriales de la citocromo c oxidasa III (COX III) y RNA 

ribosómico 16S (RNAr 16S), lo cual permitió detectar y cuantificar la cantidad de ADN 
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mitocondrial presente en el ADN nuclear. Los resultados obtenidos con la amplificación 

de ambos genes están en concordancia y parecen indicar que existen fragmentos de estos 

genes mitocondriales en el ADN nuclear de hepatocitos de rata y que su presencia se 

incrementa con la edad. La presencia de estos genes mitocondriales en el núcleo de 

hepatocitos parece ser unas tres veces superior en ratas viejas al compararlas con las 

jóvenes. 

 

Usando ADN mitocondrial purificado como sonda en hibridación in situ con 

fluorescencia (FISH) se pudo visualizar el ADN mitocondrial presente en los núcleos de 

hepatocitos. Las señales de ADN mitocondrial muestran una forma definida en los núcleos, 

lo que indica que el ADN mitocondrial no está diseminado a lo largo de los cromosomas, 

sino que está presente en loci determinados. Aunque el número de señales de ADN 

mitocondrial fue el mismo en núcleos jóvenes y viejos, tanto el área como la intensidad de 

las mismas fue significativamente mayor en los últimos. Por lo tanto, basándonos en estos 

datos podemos concluir que existen secuencias de ADN mitocondrial en los núcleos de 

hepatocitos de rata y que la cantidad de este ADN mitocondrial se incrementa con la edad. 

Dado que el número de señales no fue estadísticamente diferente entre ratas jóvenes y 

viejas, se presentan dos explicaciones posibles: que se produzcan inserciones adicionales de 

fragmentos de ADN mitocondrial que ocurren siempre en la misma posición o que las 

inserciones de ADN mitocondrial se amplifiquen en los núcleos viejos. 

 

El número, el área y la intensidad de las señales de telómero no presentan cambios 

significativos entre los núcleos de ratas jóvenes y  viejas, por lo que parece que no hay 

diferencias en el número de cromosomas entre los dos grupos. Sin embargo, se ha descrito 

que el núcleo del hepatocito puede ser altamente poliploide (Epstein & Gatens, 1967). 

Como la intensidad de señal y el área del núcleo completo fue significativamente superior 

en ratas viejas que en jóvenes, podemos concluir que ha tenido lugar un proceso de 

amplificación de ADN o endorreduplicación, en el que no se ha producido la modificación 

del número de cromosomas.  

 

Los resultados del FISH no pueden determinar si el ADN mitocondrial es 

amplificado de los loci presentes en los individuos jóvenes o si se incorpora nuevo ADN 

mitocondrial en loci definidos del genoma nuclear donde ya existe ADN mitocondrial 

presente. Sin embargo, los resultados obtenidos en la RT-PCR apoyarían la segunda 
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posibilidad porque la magnitud del incremento en presencia de COX III y ARNr 16S en el 

núcleo de ratas viejas parece ser claramente superior a la amplificación del ADN nuclear. 

 

Si efectivamente se produjera la inserción de fragmentos de ADN mitocondrial en el 

ADN nuclear durante el envejecimiento, esta no ocurriría al azar porque el número de 

señales de dicho ADN mitocondrial en el FISH no aumenta en ratas viejas respecto a las 

jóvenes. Por lo tanto, es posible que haya secuencias definidas para la inserción del ADN 

mitocondrial en el ADN nuclear. Estas secuencias específicas de integración actuarían 

como un mecanismo de regulación de los efectos deletéreos finales de la inclusión de 

ADN mitocondrial en el genoma nuclear. Así pues, además de controlar cuantitativamente 

la intensidad del proceso completo mediante la modulación de la tasa de generación de 

fragmentos de ADN mitocondrial, también habría un segundo mecanismo de control 

marcando los sitios de inserción con secuencias específicas.  

 

Tanto la técnica de RT-PCR como la de FISH han detectado secuencias de ADN 

mitocondrial en núcleos de animales jóvenes. Por lo tanto, aunque las secuencias de ADN 

mitocondrial se insertarían en el ADN nuclear a lo largo de la vida, estas secuencias ya 

están presentes en núcleos de individuos jóvenes y sanos. Durante la gestación se produce 

un estrés oxidativo intenso. El rápido incremento de la pO2 en la placenta que tiene lugar 

durante el tránsito gestación/nacimiento puede conducir a un estrés oxidativo fisiológico 

(Jauniaux et al, 2000). Este marcado incremento en la pO2 durante la transición feto-

neonatal está también asociado a una marcada oxidación del glutatión (Pallardo et al, 1991). 

Además, la placenta es rica en mitocondrias y ácidos grasos poliinsaturados, lo que 

favorece la generación de especies reactivas (Gitto et al, 2002; Casanueva & Viteri, 2003). 

Este marcado estrés oxidativo que se produce durante el desarrollo embrionário puede 

dañar el ADN mitocondrial, generando fragmentos de ADN que se podrían incorporar al 

genoma nuclear incluso antes del nacimiento. Así pues, el estrés oxidativo prenatal 

explicaría la presencia de secuencias de ADN mitocondrial en núcleos de individuos 

jóvenes. 

 

Los radicales libres producidos en la mitocondria alterarían la información codificada 

en el ADN de la mitocondria de forma directa y en el ADN del núcleo a través de la 

generación de fragmentos de ADN mitocondrial. Dado que la gran mayoría de los genes 

celulares están presentes en el núcleo, las consecuencias deletéreas de las mutaciones 
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inducidas por la posible inserción de fragmentos de ADN mitocondrial en el ADN nuclear 

podrían ser muy relevantes para el fenómeno del envejecimiento, ya que conducirían a un 

incremento en el riesgo de desarrollar enfermedades neurodegenerativas, estarían 

implicadas en el proceso fisiológico del envejecimiento y explicarían el mosaicismo como 

un rasgo del envejecimiento celular (Richter, 1988; Sastre et al, 2003).  

 

Según este modelo, la mitocondria podría ser la fuente principal del proceso de 

envejecimiento, mientras que el núcleo sería su objetivo final. Aunque sólo un pequeño 

número de células albergarían ADN mitocondrial deleccionado en homoplasmia, la gran 

mayoría de ellas presentaría el ADN nuclear mutado por la inserción de fragmentos de este 

ADN mitocondrial, lo que podría deberse a que los radicales libres (que generarían los 

fragmentos) se producen en la mitocondria de forma constante en todas las células 

aerobias normales (sin necesidad de estar mutadas para el ADN mitocondrial). De este 

modo, una gran cantidad de células de los tejidos en los animales viejos podrían verse 

afectadas por estas inserciones. Este detalle es importante porque la producción 

mitocondrial de radicales libres y los errores que ocurren durante la replicación de dicho 

ADN suceden en células aerobias normales donde el ADN mitocondrial no está mutado, 

que son la gran mayoría de las células presentes en tejidos viejos. Así pues, los fallos de los 

intentos previos de detección de un número suficientemente alto de células mutadas en 

animales viejos podrían ser debidos a que la búsqueda se centraba en células con el ADN 

mitocondrial mutado en lugar de células con ADN nuclear mutado por fragmentos de 

ADN originados en la mitocondria. 

 

Aunque en este estudio se presente la posible inserción de fragmentos de ADN 

mitocondrial en el ADN nuclear como uno de los posibles mecanismos clave del 

envejecimiento en rata y se observe el incremento de la cantidad de secuencias de ADN 

mitocondrial en el ADN nuclear en células hepáticas con la edad, los datos presentados no 

demuestran inequívocamente que se produce la inserción de ADN mitocondrial en el 

ADN nuclear a lo largo de la vida del individuo. Así pues, serán necesarios más estudios 

para confirmar la presencia de dichos fragmentos de ADN mitocondrial en las células de 

otros organismos, la integración de los mismos en el genoma nuclear durante el 

envejecimiento y, si esta última afirmación fuera correcta, para desentrañar el mecanismo 

por el cual estos fragmentos de ADN mitocondrial serían trasladados e integrados en el 

núcleo. 
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 Tanto la producción de radicales libres como el daño al ADN de las mitocondrias de 

hígado se incrementan por la suplementación de metionina en dieta, lo que puede 

ser responsable de la hepatotoxicidad generada por este tratamiento. 

 

 La suplementación de metionina en dieta produce una disminución significativa de 

los cuatro complejos mitocondriales de la cadena de transporte electrónico y del 

Factor Inductor de la Apoptosis en el riñón de rata, que no afecta al consumo de 

oxígeno ni a la producción de radicales libres por parte de las mitocondrias de este 

órgano. 

 

 El metabolismo de la metionina es alterado por la suplementación de la misma en 

dieta en todos los órganos de rata estudiados, de forma que se incrementan las 

concentraciones de metionina, y S-adenosilhomocisteína en cerebro y riñón, así 

como las de metionina, S-adenosilmetionina y S-adenosilhomocisteína en hígado y 

corazón. 

 

 Los marcadores de daño oxidativo, lipoxidativo y glicoxidativo a proteínas se ven 

reducidos en cerebro y riñón de rata tras la suplementación de metionina en la dieta, 

ya sea por la inducción adaptativa de enzimas antioxidantes o de los sistemas 

catabólicos implicados en la reparación del daño a proteínas en estos órganos. 

 

 El DBI y el PI de los ácidos grasos de las membranas celulares hepáticas 

experimentan una disminución significativa tras la suplementación de metionina en 

la dieta, lo cual puede proporcionar protección a dichas membranas frente al 

aumento del daño oxidativo. 

 

 La metionina es capaz de incrementar el estrés oxidativo interaccionando 

directamente con las mitocondrias de los tejidos mitóticos estudiados, de forma que 

provoca un incremento de la producción de radicales libres específicamente a nivel 

del complejo I en riñón y del complejo III en hígado. 
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 La homocisteína es capaz de interaccionar directamente con las mitocondrias de los 

órganos de rata incrementando la producción de radicales en mitocondrias de riñón 

y disminuyendo la misma en hígado, corazón y cerebro, tanto a nivel de complejo I 

como a nivel de complejo III de la cadena de trasporte electrónico. 

 

 El ADN nuclear del hígado de rata presenta inserciones de ADN mitocondrial en 

regiones localizadas del genoma, cuya presencia se incrementa con la edad de los 

animales. Dicho incremento puede contribuir al envejecimiento. 
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