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Resumen  
 

Las mitocondrias tienen gran importancia debido a las funciones esenciales 

que realizan en la célula como es la generación de ATP y respiración celular. Dichas 

funciones son llevadas a cabo por los complejos que integran la cadena de transporte 

de electrones CTE mediante reacciones de oxido- reducción. Debido a esto, se 

consideran una de las principales generadoras de Especies reactivas de oxígeno 

ERO, las cuales son moléculas producidas continuamente como subproductos del 

metabolismo aerobio de los organismos, y al generarse una alta producción pueden 

dañar biomoléculas importantes como el ADN, lípidos y proteínas, generar estrés 

oxidativo y además de desencadenar un proceso de muerte celular conocido como 

apoptosis.  

No obstante, los antioxidantes son compuestos que ayudan a neutralizar la 

producción de ERO por lo tanto el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto 

antioxidante de la polidatina, en la producción de ERO y la actividad de los cuatro 

complejos de la CTE, utilizando mitocondrias de hígado de rata sujetas a estrés 

oxidativo inducido por Fe2+.  La polidatina es un polifenol que ha tenido gran relevancia 

en los últimos años por sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios en enfermedades 

crónico degenerativas. Los resultados mostraron ese efecto antioxidante de la 

polidatina al restablecer la actividad de los cuatro complejos de la CTE incluso a 

niveles iguales o mayores al control.  En el complejo I, la actividad aumentó 1.98 

veces, 1.43 veces en el complejo II, 4.88 veces en el complejo III y 2.65 en el caso 

del complejo IV. En condiciones de Fe2+ y polidatina. Con base a estos resultados se 

puede argumentar que la polidatina disminuyó la generación de ERO y restableció la 

actividad de los cuatro complejos de la CTE, lo que resalta la capacidad antioxidante 

y protectora de esta molécula en mitocondrias sujetas al estrés oxidativo.  
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Introducción  
 

Las mitocondrias son orgánulos complejos de doble membrana que desempeñan 

distintas funciones como el metabolismo energético, la homeostasis de calcio, la 

supervivencia y la muerte celular. No obstante, su principal función es generar la 

mayor parte de la demanda energética de la célula mediante la producción de ATP a 

través de la fosforilación oxidativa. 

El metabolismo celular comprende la utilización de carbohidratos, grasas y 

proteínas con el fin de obtener energía mediante algunos procesos como el 

catabolismo de la glucosa, la β-oxidación de ácidos grasos, y la desaminación 

oxidativa de los aminoácidos. Asimismo, las moléculas provenientes de estos 

procesos se utilizan en el ciclo de Krebs para generar sustratos que ingresen a la 

cadena transportadora de electrones (CTE) y se lleve a cabo la fosforilación oxidativa. 

A grandes rasgos, la CTE se encuentra embebida en de la membrana interna de la 

mitocondria (MIM) y está constituida por cuatro complejos proteicos. Parte de la CTE 

está en contacto con la matriz mitocondrial donde se lleva a cabo el ciclo de Krebs, 

en el que se genera NADH y FADH2. Estas coenzimas reducidas donan electrones a 

la CTE en los complejos I y II, respectivamente. Los electrones donados por el NADH 

y el FADH2 se transfieren a la coenzima Q (CoQ), un transportador liposoluble de 

electrones, a través de los complejos I y II, respectivamente. La CoQ reducida 

generada por los complejos I y II transfiere sus electrones al complejo III mediante 

una oxidación bifurcada llevada a cabo por un centro Fe-S del complejo III. Uno de 

los electrones reduce a una molécula de CoQ y el electrón restante es transferido a 

la subunidad citocromo c1. Esta subunidad es la encargada de reducir al citocromo c, 

el cual es una proteína de transporte de electrones entre el complejo III y el complejo 

IV. A su vez, este último complejo une oxígeno molecular y lo reduce a H2O con los 

electrones obtenidos de la oxidación del citocromo c. La energía obtenida por la 

transferencia de electrones en los complejos I, III y IV se utiliza para generar un 

gradiente electroquímico de H+ a través de la MIM, cuya energía es utilizada por una 

F1F0 ATP sintasa en la MIM para la síntesis de ATP a partir de ADP y fosfato (Pi)  

(Nolfi-Donegan et al., 2020). 

El flujo de electrones en la CTE puede disminuir por el daño oxidativo en las 

proteínas de la CTE, en el ADN mitocondrial y en la MIM, dando lugar a la fuga de 
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electrones de los centros redox de los complejos y su reacción con el O2 para producir 

al radical superóxido (O2
•-) y otras especies reactivas del oxígeno (ERO) secundarias. 

Aproximadamente del 0.2% al 2% del oxígeno consumido por las células es 

convertido por las mitocondrias en ERO, haciendo de la CTE el principal sitio de 

producción de ERO en las células (Paradies, 2014). Las ERO se consideran 

subproductos tóxicos del metabolismo aeróbico y la causa principal del daño 

macromolecular. Las ERO generadas en la CTE pueden causar daño en sus propias 

proteínas y en la MIM, lo que genera un círculo vicioso de mayor producción de ERO 

y menor producción de ATP. A su vez, la sobreproducción de ERO estimula procesos 

que dañan a los tejidos en diversas enfermedades crónico-degenerativas como es el 

caso de la diabetes, la hipertensión, el cáncer, el síndrome metabólico, el 

envejecimiento, etc. (Paradies, 2014). 

A este respecto, se han identificado algunos compuestos con acción 

antioxidante en plantas que se utilizan en la medicina tradicional en el tratamiento de 

enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo mitocondrial. Un ejemplo es la 

polidatina, también llamada Piceid, la cual es proveniente de la planta Polygonum 

cuspidatum Sieb. Se ha comprobado que la polidatina a través de sus propiedades 

antiinflamatorias, antiapoptóticas y antioxidantes tiene un efecto protector en diversas 

enfermedades como la diabetes, trastornos del aprendizaje, discapacidades 

cardiacas, isquemia cerebral, daño hepático, así como en otras enfermedades 

neurodegenerativas (Koneru et al., 2017). Sin embargo, no es claro si el efecto 

protector de la polidatina contra el daño mitocondrial en condiciones de estrés 

oxidativo esté relacionado directamente con la protección de la actividad de los 

complejos de la CTE contra el estrés oxidativo, y por consecuencia, una disminución 

de la producción de ERO en la CTE. Por lo tanto, se pretende evaluar el efecto 

protector de la polidatina contra el daño oxidativo en la actividad de la CTE y la 

producción de ERO en la mitocondria. 
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2. Antecedentes   
 

2.1. Composición y estructura de la mitocondria  
 

Las mitocondrias son orgánulos citoplasmáticos los cuales llevan a cabo un 

papel fundamental en la síntesis de ATP, el equilibrio redox y otros procesos 

biológicos como la homeostasis de iones, la expresión de genes nucleares, el 

recambio de proteínas, la modificación postraduccional de proteínas y la apoptosis 

(Bozi et al., 2020). Cada mitocondria se compone de un aproximado de 800 a 1000 

copias de ADNmt que se heredan de la madre y se empaquetan en nucleoproteínas 

(Bhatti et al., 2017). 

De igual manera, la mitocondria consta de dos membranas, una externa (MEM) 

y una interna (MIM), las cuales cumplen importantes funciones. En la MEM ocurre un 

intercambio de metabolitos con el citosol, mientras que la MIM contribuye a que las 

mitocondrias no liberen agentes nocivos hacia el citosol como ERO y ADNmt 

(Bartolák-Suki et al., 2017).  La MIM es impermeable a la mayoría de iones, ácidos 

orgánicos y moléculas polares para poder mantener la diferencia de cargas eléctricas 

que constituyen el potencial de membrana mitocondrial (Δψm) necesario para la 

síntesis de ATP y el transporte activo de metabolitos hacia la matriz. Asimismo, en el 

espacio que rodea la MIM se localiza la matriz mitocondrial donde se lleva a cabo el 

ciclo de Krebs, el cual produce NADH y FADH para suplir de electrones a los 

complejos I y II, respectivamente. Los electrones se mueven a lo largo de los 

complejos respiratorios de la CTE, mientras que los protones se transportan desde la 

matriz hacia el espacio intermembrana a través de los complejos I, III y IV con la 

energía de las reacciones redox de los complejos, generando una diferencia de 

cargas, denominado Δψm y un gradiente de protones que genera una diferencia de 

pH a través de la MIM, los cuales en conjunto se denominan fuerza protonmotriz 

(Bartolák-Suki et al., 2017). 

 

2.2. Especies reactivas de oxigeno 
 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) son moléculas que se forman de 

oxígeno, el cual, al reducirse de manera monovalente en el metabolismo oxidativo 
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mitocondrial, formando especies químicas altamente reactivas e inestables 

(Kudryavtseva AV et al., 2016). 

Entre las principales ERO se destacan el anión superóxido (O2
•-) el peróxido 

de hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (OH•), el oxígeno singulete (1O2) y el ácido 

hipocloroso (HOCl) (Viada Pupo Esther et al., 2017). 

La formación de las ERO se basa principalmente en dos procesos: la reducción 

monovalente del O2 y la activación de las NADPH oxidasas, las cuales son enzimas 

cuya actividad catalítica es la producción de radical O2
•- utilizando NADPH como 

donador de electrones. La mayoría de las ERO se generan a través del escape de 

electrones de la CTE mitocondrial, dando lugar a la reducción del O2 por la CoQ para 

formar O2
•-, el cual se convierte espontanea o enzimáticamente a H2O2 y OH•  

(Hardeland, 2017). 

Las ERO son resultantes de la transferencia de energía al ATP y de electrones 

al oxígeno, siendo altamente reactivas y dañinas para los organismos vivos. Las ERO 

como el 1O2, el O2
•-, el H2O2 y el OH• son intermediarios esenciales en algunos 

procesos fisiológicos como lo son la fotosíntesis, la respiración y señalización celular. 

Además, los niveles dentro de las células están controlados a través de enzimas tales 

como la superóxido dismutasa, la glutatión peroxidasa, la catalasa y antioxidantes 

como el ácido ascórbico, la cisteína, el glutatión, la bilirrubina y los carotenoides (Wu 

et al., 2014). 

Asimismo, las ERO al producirse de manera inevitable en organismos 

fotosintéticos causan daño oxidativo al reaccionar con biomoléculas, pero también 

tienen la función de actuar como señales celulares (Mattila et al., 2015).  Las acciones 

biológicas de las ERO son selectivas debido a que su reactividad depende de las 

condiciones de reacción, por ejemplo, algunas ERO como el OH• que al tener una 

actividad química muy alta son capaces de oxidar la mayoría de las moléculas 

orgánicas. En cuanto al H2O2 tiene una reactividad moderada, lo que le permite migrar 

lejos del sitio de producción (Mattila et al., 2015) 
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2.3. Estrés oxidativo 
 

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la producción de ERO y la 

capacidad de los sistemas antioxidantes de neutralizarlas. La CTE mitocondrial es 

una de las principales fuentes de ERO nocivas como lo es el anión radical O2
•- 

responsable del estrés oxidativo en función de la edad (Janikiewicz et al., 2018). 

Afecta principalmente componentes celulares como lípidos, proteínas y ADN. 

Además, está relacionado con diversas enfermedades degenerativas como lo son la 

diabetes, cáncer, trastornos cardiovasculares o enfermedades neurodegenerativas 

(Cichoz-Lach & Michalak, 2014). 

2.4. Cadena de transporte de electrones  
 

La CTE (Figura 1) cumple un papel importante en el metabolismo energético 

celular y es el sitio donde se lleva a cabo la fosforilación oxidativa. Se encuentra 

situada en la MIM y se conforma de cuatro complejos enzimáticos los cuales son una 

NADH: ubiquinona oxidorreductasa (NADH deshidrogenasa, CI, complejo I), una 

succinato: ubiquinona oxidorreductasa (CII, complejo II), ubiquinol:citocromo c 

oxidorreductasa (CIII o complejo III) y citocromo c oxidasa (CIV, complejo IV) (Guan 

et al., 2022). Están formados por diversos polipéptidos los cuales contienen una serie 

de cofactores redox unidos a las proteínas como lo son las flavinas (FMN o FAD en 

los complejos I y II, respectivamente), así como centros hierro - azufre [Fe - S] en los 

complejos I, II y III, además de grupos hemo en los complejos II, III, y IV) (Canizal 

García Melina, 2015). La CTE contiene dos transportadores de electrones móviles 

que son la ubiquinona (CoQ) y el citocromo c (Cit c) (Guan et al., 2022).  

En la CTE los electrones donados por el NADH y el FADH2 son transferidos a 

los complejos I y II, respectivamente. Posteriormente, estos electrones se transfieren 

a los complejo III y IV, el cual reduce al O2 que es el aceptor final de electrones (Bhatti 

et al., 2017) 
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Figura 1. Cadena de transporte de electrones (Tomado y modificado de Kadenbach, 2012). 

2.4.1.  Complejo I NADH deshidrogenasa o NADH:ubiquinona 

oxidorreductasa 
 

El complejo I (Figura 2)  cumple un rol central en el metabolismo que consiste 

en oxidar el NADH en NAD+ en la matriz mitocondrial, el cual es producido en el ciclo 

de Krebs y en la β oxidación de los ácidos grasos (Sousa et al., 2018). 

En mamíferos está constituido por 45 subunidades y es la enzima más grande 

de la CTE. Contiene dos dominios principales: un brazo de hidrofílico que sobresale 

en la matriz mitocondrial, el cual transfiere electrones del NADH a la CoQ (Fernandez-

Vizarra & Zeviani, 2021). A través de un grupo flavín mononucleótido (FMN) unido de 

manera no covalente y como cofactores redox mínimo ocho centros hierro-azufre [Fe-

S). El otro dominio es un brazo de membrana incrustado en la membraba interna el 

cual es responsable de la traslocación de protones (Fernandez-Vizarra & Zeviani, 

2021). 

El brazo hidrofílico está compuesto por siete subunidades centrales que son 

NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1 y NDUFV 2. El brazo de 

la membrana se compone de siete unidades hidrofóbicas (ND1- 6 y ND4L) codificadas 

por el genoma mitocondrial (Zhao et al., 2019). 

 El complejo I cataliza la transferencia de electrones desde el NADH localizado 

en la matriz mitocondrial hasta la CoQ, la cual es soluble en la membrana interna y 
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sirve como un trasportador móvil que transferirá los electrones hacia el complejo III 

(Konigsberg Fainstein, 2008). El sitio de unión de la CoQ se localiza en la unión del 

brazo de la membrana y el brazo de la matriz. donde la CoQ se reduce a ubiquinol 

(QH2) (Zhao et al., 2019). Además, se induce el transporte vectorial de cuatro protones 

a través de la membrana interna mitocondrial (Sousa et al., 2018a).   

Al ser uno de los principales generadores de ERO, el complejo I está 

relacionado con diversos trastornos hereditarios y degenerativos (Wirth et al., 2016).  

 

Figura 2. Estructura de la NADH:ubiquinona oxidorreductasa o complejo I. Tomado de (L. 
Nelson & M. Cox, 2009). 

 

 

 

2.4.2. Complejo II succinato deshidrogenasa o succinato: 

ubiquinona oxidorreductasa 
 

El complejo II es el único complejo de la CTE que no transloca protones a 

través de la MIM, además, forma parte del ciclo de Krebs donde cataliza la oxidación 

de succinato a fumarato, al igual que la reducción de CoQ a QH2, el cual es un sustrato 

para el complejo III. De este modo el complejo II es un punto de convergencia entre 

el ciclo de Krebs y la CTE (Sousa et al., 2018a). 
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Asimismo, consta de cuatro subunidades. La subunidad SDHA es la subunidad 

más grande y contiene un sitio activo con dinucleótido de flavina adenina (FAD) unido 

covalentemente, el cual acepta los electrones del succinato. La subunidad SDHB 

contiene tres centros hierro - azufre organizados linealmente que median la 

transferencia de electrones a la molécula de ubiquinona ubicada en el sitio de unión 

a CoQ, en conjunto con SDHB, SDHC y SDHD. Las subunidades SDHC y SDHD unen 

al complejo II a la MIM (Hadrava Vanova et al., 2020).  

 

2.4.3. Complejo III ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa 
 

Este complejo (Figura 3) constituye la parte central de la CTE. Acepta dos 

electrones de la CoQ reducida (CoQH2) transfiriendo uno al citocromo c a través de 

un conjunto de subunidades catalíticas y el otro a una molécula de CoQ a través de 

un citocromo b (Fernandez-Vizarra & Zeviani, 2021). Este complejo es un dímero 

simétrico con tres subunidades centrales que están muy conservadas desde bacterias 

hasta mamíferos. En mamíferos, pueden estar presentes hasta ocho subunidades 

supernumerarias para un total de 11 subunidades por monómero en la enzima de 

mamífero. De igual manera, se conforma de unas subunidades catalíticamente 

activas conservadas las cuales son el citocromo b (cit b) con dos hemo de tipo b (bL 

y bH), el citocromo c1 (cit c1), con un hemo de tipo c, y una proteína hierro - azufre 

(ISP) de Rieske que contiene un grupo [2Fe – 2S] de alto potencial redox (Sousa et 

al., 2018b). Estos hemos tienen diferentes afinidades electrónicas ya que se 

encuentran en distintos entornos polipeptídicos. Por ejemplo, el hemo bL, al estar 

localizado en una agrupación de hélices cerca de la cara citoplasmática de la 

membrana, tiene menor afinidad por los electrones que el hemo bH el cual se 

encuentra cerca del lado de la matriz (Canizal García Melina, 2015). La transferencia 

de electrones en este complejo se lleva mediante el ciclo Q (Figura 3), donde el QH2 

se oxida a ubisemiquinona (QH•-) después de ser oxidado por el centro [2Fe – 2S] y 

dos protones se liberan en el espacio intermembrana. El centro [2Fe – 2S] transfiere 

un electrón al cit c1 para posteriormente transferirlo al cit c. El radical QH•- formado en 

el sitio Qo transfiere al segundo electrón al cit bL el cual lo transfiere al cit bH y ya una 

vez reducido transfiere el electrón a la CoQ del sitio Qi formando un radical QH•–. En 

el último paso del ciclo Q la segunda molécula de QH2 se oxida en el sitio Qo y se 



  

10 
 

transfieren los otros dos protones, y un electrón se transfiere al grupo (2Fe – 2S) y el 

otro electrón al cit bH y finalmente a la QH•– para obtener QH2 (Zhao et al., 2019). 

 

 

Figura 3. Ciclo Q del complejo III. Tomado de (L. Nelson & M. Cox, 2009). 
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2.4.4. Complejo IV citocromo c oxidasa 
 

El complejo IV es la oxidasa terminal en la cadena respiratoria mitocondrial 

donde reduce el O2 a H2O mientras bombea protones a través de la membrana interna 

mitocondrial (Sousa et al., 2018b). Consta de 13 subunidades con cuatro centros 

metálicos redox activos. estos centros incluyen CuA, un hemo de tipo a, además de 

un centro binuclear compuesto por un hemo a3 y un CuB (Vikramdeo et al., 2022). El 

hemo a y a3 tienen diferentes potenciales redox ya que se encuentran localizados en 

diferentes entornos dentro del complejo IV. La secuencia del flujo de electrones es 

desde el citocromo c → CuA → hemo a → hemo a3 → CuB → O2. El hemo a3 y el CuB 

se encuentran adyacentes y forman el centro activo donde el O2 se reduce a H2O 

(Canizal García Melina, 2015). 

Asimismo, en este complejo se cataliza la transferencia de electrones del cit c 

reducido al aceptor final de electrones, el O2, en un proceso que se acopla a la 

traslocación de H+ para la producción de ATP (Mansilla et al., 2018). 

 

2. 5. Enfermedades relacionadas con las ERO en el hígado 
 

La disfunción mitocondrial derivada del estrés oxidativo y tiene una relación muy 

directa con el desarrollo de diversas enfermedades como, por ejemplo, las 

enfermedades hepáticas las cuales son un problema médico de alta prevalencia e 

incidencia hoy en día, debido a que el hígado es el principal órgano desintoxicante y 

mantiene la homeostasis metabólica (Muriel & Gordillo, 2016). El hígado metaboliza 

diversos compuestos que aumentan la producción de ERO. Las ERO desempeñan 

un papel crucial en el desarrollo de diversas enfermedades hepáticas crónicas 

(Cichoz-Lach & Michalak, 2014), tales como la hepatitis viral crónica, enfermedades 

hepáticas alcohólicas y la esteatohepatitis no alcohólica (Li et al., 2015).   

2.6. Terapias con antioxidantes 
 

Los antioxidantes pueden ser endógenos cuando son sintetizados por el 

organismo. Ejemplo de ellos son la superóxido dismutasa (SOD) la cual cataliza la 

dismutación del radical O2
-•

 para producir H2O2 el cual a su vez destoxificado por la 
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glutatión peroxidasa (Gpx), la catalasa o el sistema de tiorredoxina. Existen también 

antioxidantes exógenos los cuales se suministran mediante la alimentación, 

suplementos nutricionales o productos farmacéuticos, lo cual contribuye a ralentizar 

el estrés oxidativo y se protege el organismo del daño por ERO (Behnaz Akbari, 2022).  

Los antioxidantes previenen el daño oxidativo al donar electrones para 

estabilizar las ERO y disminuir sus efectos dañinos. (Behnaz Akbari, 2022). Se han 

diseñado antioxidantes dirigidos hacia la mitocondria mediante la inserción de un 

catión trifenilfosfonio que les permite su acumulación en la matriz mitocondrial debido 

a la carga positiva del catión y su hidrofobicidad. La suplementación de estos 

antioxidantes en modelos animales de hipertensión disminuye el estrés oxidativo 

mitocondrial, incrementa la síntesis de óxido nítrico (NO), el principal vasodilatador y 

disminuye la presión arterial. Esto muestra que el estrés oxidativo puede ser la causa 

subyacente de diversas enfermedades donde existe disfunción mitocondrial y estrés 

oxidativo, tales como la diabetes, la enfermedad hepática alcohólica y la enfermedad 

hepática no alcohólica, entre otras (Kim Hyeyoung & Kim Suhn Hyung, 2018). 

  

2.7. Antioxidante polidatina  
 

La polidatina también conocido como Piceid o reservatrol-3-β-mono-D-

glucósido (Figura 4) es un compuesto bioactivo principal que se extrae de las raíces 

y los rizomas de Polygonum cuspidatum Sieb (Chen et al., 2019).  Este compuesto 

también puede encontrarse en la uva, cacahuate, vinos tintos, gránulos de lúpulo y 

productos que contienen cacao además de numerosas dietas diarias. La polidatina se 

ha utilizado durante varios años en China en la medicina tradicional como un 

analgésico, antipirético, diurético y expectorante (Du et al., 2013). Otros de sus 

beneficios farmacológicos son que incluyen actividades antitumorales y 

antibacterianas, además de efectos protectores sobre el sistema nervioso hepático, 

cardiovascular y pulmonar, y efectos sobre la melanogénesis (Wu et al., 2020). 
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Figura 4. Estructura química de la polidatina (Du et al., 2013).  
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3. Justificación 
 

La acumulación de ERO en la MIM daña el funcionamiento de los complejos 

de la CTE y provoca disfunción mitocondrial, lo que deriva en diversas patologías 

como lo es la diabetes, el cáncer, enfermedades cardiovasculares, entre otras, las 

cuales son de las principales causas de muerte entre la población y generan un gran 

impacto en el ámbito social y económico. El uso de algunos antioxidantes como la 

polidatina ha mostrado un efecto protector contra al estrés oxidativo y el desarrollo de 

algunas enfermedades, sobre todo aquellas relacionadas con el estrés oxidativo 

mitocondrial (Hao et al., 2018). Sin embargo, no se ha elucidado si el mecanismo de 

acción de este fitoquímico es mejorar el funcionamiento de la CTE y disminuir la 

producción mitocondrial de ERO. Por lo tanto, esto justifica evaluar si el mecanismo 

de acción de la polidatina está relacionado con una menor producción de ERO al 

mejorar la actividad de la CTE en mitocondrias sujetas a estrés oxidativo. 
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4. Hipótesis 
 

La polidatina disminuye los efectos del estrés oxidativo en la mitocondria al mejorar 

el funcionamiento de la CTE y la generación de ERO. 

5.  Objetivos 
 

5.1. Objetivo general 

● Evaluar si la polidatina mejora el funcionamiento de la CTE y la generación 

de ERO en mitocondrias de hígado de rata sujetas a estrés oxidativo. 

5.2. Objetivos específicos 
 

● Caracterizar los efectos de la polidatina en la actividad de los complejos de la 

CTE de mitocondrias de hígado de rata sujetas a estrés oxidativo. 

● Evaluar los efectos de la polidatina en la formación de ERO en mitocondrias 

de hígado de rata sujetas a estrés oxidativo. 
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6. Materiales y métodos  
 

6.1. Modelo experimental  

Se utilizaron ratas sanas de la cepa Wistar en etapa adulta con un peso 

aproximado de 600 g.  Se mantuvieron en jaulas acrílicas en un bioterio con ciclos de 

12 h luz/12 h oscuridad a temperatura ambiente y con libre acceso a alimento y agua. 

Las ratas fueron sacrificadas mediante decapitación e inmediatamente se realizó la 

extracción del hígado para el aislamiento de mitocondrias. Todos los procedimientos 

con los animales se llevaron conforme a la Norma Oficial Mexicana -NOM-062-ZOO-

1999, Especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de 

laboratorio. 

6.2. Aislamiento de mitocondrias 
 

Las mitocondrias de hígado se aislaron mediante centrifugación diferencial por 

el método modificado por Saavedra-Molina y Devlin (Saavedra-Molina & Devlin, 

1997). El hígado se colocó en medio 1 (220 mM manitol, 70 mM sacarosa, 2 mM 

MOPS 1 Mm EGTA a pH 7.34), se trituró en pequeños fragmentos y estos fueron 

homogeneizados y centrifugados a 2000 rpm. El sobrenadante se centrifugó 

nuevamente a 7500 rpm, la pastilla resultante fue lavada con medio 2 (220 mM 

manitol, 70 mM sacarosa, 2 mM MOPS a pH 7.4), se añadieron 80 µl de albumina 

bovina sérica al 0.2% y se centrifugó a 9000 rpm. Finalmente, la pastilla se re-

suspendió en 500 µl de medio 2. Todas las centrifugaciones se realizaron durante 10 

minutos a 4°C en una centrífuga refrigerada de piso Sorvall RC6+, usando el rotor 

SS40. La concentración de proteína mitocondrial fue determinada mediante el método 

de Biuret. 

6.3. Tratamientos  
 

Para inducir estrés oxidativo en las mitocondrias, se incubaron con 

concentraciones adecuadas con Fe2+ para cada determinación durante 30 min a 4°C. 

Se ha comprobado que el Fe2+ puede iniciar la peroxidación de lípidos en buffer de 

KH2PO4 al generarse un oxidante fuerte con características del radical OH•. Por ello, 

se adicionó hierro de una solución madre de 2.5 mM FeSO4 • 7H2O que se acidificó 

con cuatro gotas de H2SO4 concentrado para mantener el hierro en la forma Fe2+ 
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(Cortés-Rojo et al., 2009). Para la determinación de los complejos II y III, la 

concentración utilizada fue de 50 µM. Para el complejo IV fue de 100 µM y de 25 µM 

para el complejo I y la producción de ERO. Para los tratamientos con los 

antioxidantes, las mitocondrias se incubaron con el antioxidante hidrofóbico 

hidroxitolueno butilado (BHT) 5µM como control negativo, o con polidatina 100 µM 

para los complejos II y III. Se utilizó 200 µM de polidatina o 5µM de BHT para el 

complejo IV. Para la determinación del complejo I y la producción de ERO la 

concentración de polidatina fue de 50µM o 2.5µM de BHT. Las incubaciones con los 

antioxidantes se realizaron 15 min previo al tratamiento con Fe2+. Para las 

determinaciones del complejo II y IV y la producción de ERO se incubaron las 

mitocondrias con 200 µM de EDTA, y 100 µM de EDTA para la determinación de 

ERO. El tiempo de incubación con EDTA para la medición del complejo II y IV fue de 

5 min antes de la medición en el espectrofotómetro. En el caso de la determinación 

de ERO la incubación con EDTA se realizó 10 min previo a la incubación con 

H2DCFDA.  

 

6.4. Determinación de la actividad de los complejos de la CTE 

La actividad de los complejos de la CTE se determinó 

espectrofotométricamente en mitocondrias solubilizadas con detergente, utilizando 

sustratos e inhibidores específicos para cada complejo, de acuerdo con el protocolo 

descrito por Cortés-Rojo et al. (2009). 

6.4.1. Complejo I 

Para determinar la actividad del complejo I se evaluó la oxidación del NADH. 

Se resuspendieron 0,3 mg/mL de mitocondrias con tres ciclos previos de congelación 

y descongelación en 1 mL de buffer KH2PO4 50 mM y se incubaron con 1 μg de 

antimicina A y 1 mM de KCN. Tras 5 min, se añadieron 5 mM de K3Fe(CN)6 y se midió 

la absorbancia durante 1 min a 340 nm en un espectrofotómetro Shimadzu UV2550. 

A continuación, se añadió NADH y se midió su oxidación durante 4 min. La velocidad 

de oxidación del NADH se calculó utilizando el coeficiente de extinción molar de 6.3 

mM−1 cm−1
. 
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6.4.2. Complejo II 

Esta actividad enzimática se midió a temperatura ambiente evaluando la 

reducción del 2,6 diclorofenil indofenol (DCIP) estimulada por succinato. Las 

mitocondrias se permeabilizaron con el detergente Tritón X-100 al 0.05%. La mezcla 

de reacción contenía buffer 50 mM KH2PO4 (pH 7,6), 0,3 mg/ml de mitocondrias 

permeabilizadas con Tritón X-100, 80 µM de DCIP, 1 µg de antimicina A y 0,75 mM 

de KCN en un volumen final de 1 ml. Tras incubar durante 5 minutos con los 

inhibidores, se inició la reacción con succinato sódico 10 mM (pH 7,6). Los cambios 

de absorbancia se registraron en un espectrofotómetro Shimadzu UV2550 a 600 nm. 

La tasa de reducción del DCIP se calculó a partir de la pendiente del gráfico de 

absorbancia utilizando el coeficiente de extinción molar 21 mM−1 cm−1 para el DCIP 

(Cortés-Rojo et al., 2009).  

 

6.4.3. Complejo III 

La mezcla de reacción para determinar la actividad de este complejo contenía 

50 mM de KH2PO4 (pH 7,6), 0,1 mg/ml de mitocondrias permeabilizadas, 1,5 mg de 

citocromo c oxidado y 0,75 mM de KCN en un volumen final de 1 ml. Tras incubar 

durante 5 minutos, se inició la reacción añadiendo 10 mM de succinato de sodio (pH 

7,6). La reacción se detuvo mediante la adición de 1 µg de antimicina A. Los cambios 

de absorbancia se registraron en un espectrofotómetro Shimadzu UV2550 a 550 nm. 

La tasa de reducción del citocromo c se calculó a partir de las pendientes de los 

gráficos de absorbancia utilizando el coeficiente de extinción molar 19.1 mM−1 cm−1 

para el citocromo c (Cortés-Rojo et al., 2009). La reducción del citocromo c sensible 

a la antimicina A se calculó restando la actividad en presencia de antimicina A y 

succinato menos la actividad estimulada sólo con succinato. 

6.4.4. Complejo IV 

La mezcla de reacción contenía 50 mM de KH2PO4 (pH 7.6), 0,1 mg/ml de 

mitocondrias permeabilizadas y 1 µg de antimicina A en un volumen final de 1 ml. 

Después de incubar durante 5 minutos con antimicina A, se inició la reacción 

añadiendo 250 µg de citocromo c reducido con ditionita. Los cambios de absorbancia 

se registraron en un espectrofotómetro Shimadzu UV2550 a 550 nm. La tasa de 

oxidación del citocromo c se calculó a partir de las pendientes de los gráficos de 
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absorbancia utilizando el coeficiente de extinción molar 19.1 mM−1 cm−1 del citocromo 

c (Cortés-Rojo et al., 2009). 

6.5. Especies reactivas de oxigeno  
 

La producción de ERO se determinó mediante su reacción con la sonda 

fluorescente diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA). Se utilizó una 

concentración de 0,5 mg/ml de proteína mitocondrial determinada mediante el método 

de Biuret. La proteína se suspendió en un buffer (HEPES 10 mM, KCI 100 mM, MgCl2 

3 mM y KH2PO4 3 mM, pH 7,4) y se incubó con la sonda fluorescente durante 20 min 

a 4 °C en agitación constante. Finalizada la incubación la suspensión se colocó en 

una cubeta de cuarzo y se registró la florescencia basal. Transcurrido un minuto se 

adicionó glutamato/malato 10 mM como sustrato para el complejo I. A los 10 min se 

añadió antimicina A durante 5 min. La fluorescencia se midió en un 

espectrofluorómetro Shimadzu RF-5301PC (λex 491 nm; λem 518 nm). 

6.6 Análisis estadístico 
 

Los datos se expresaron como el promedio ± el error estándar de n = 3. Las 

diferencias estadísticamente significativas entre las medias de cada grupo se 

analizaron con un análisis de varianza (ANOVA), seguido de las pruebas post hoc 

mencionada en la leyenda de cada figura (p>0.05).  
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7. Resultados 
 

7.1. Efecto de la polidatina en la inhibición de la actividad de los 

complejos de la CTE por el estrés oxidativo 
 

Se evaluó si la polidatina tienen un efecto protector contra la inhibición de las 

actividades de los cuatro complejos de la CTE inducido mediante la incubación de las 

mitocondrias de hígado de rata con Fe2+. 

 En el caso del complejo I (Fig. 5), el tratamiento con Fe2+ disminuyó la actividad 

en comparación con el control; por el contrario, se observó un aumento de la actividad 

del complejo I con la adición de la polidatina con respecto a la actividad en presencia 

de Fe2+. Asimismo, no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos 

con Fe2++polidatina y Fe2++BHT. Lo que demuestra que la polidatina mostró un efecto 

protector similar al antioxidante BHT. 
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Figura 5. Efecto de la polidatina en la actividad del complejo l de la CTE de mitocondrias de 
hígado de rata sujetas a estrés oxidativo. Los resultados se expresaron como la media ± e.e. de 
n=3 (p<0.05, ANOVA y prueba post hoc de Tukey).  
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En la Fig. 6 se evaluó el efecto de la polidatina en la actividad del complejo II 

de mitocondrias sujetas a estrés con Fe+2. La actividad disminuyó en mitocondrias 

tratadas con Fe+2 en contraste con el control. Por el contrario, el tratamiento con Fe2+ 

y polidatina o BHT aumentó la actividad del complejo. De manera notable, la polidatina 

mejoró la actividad del complejo II por arriba del control aun en presencia de Fe+2. No 

se observó una diferencia estadísticamente significativa entre la actividad del 

complejo IV de las mitocondrias tratadas con Fe+2+polidatina o Fe2++BHT. 
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Figura 6. Efecto de la polidatina en la actividad del complejo ll de la CTE de mitocondrias de 
hígado de rata sujetas a estrés oxidativo. Los resultados se expresaron como la media ± e.e. de 
n=3 (p<0.05, ANOVA y prueba post hoc de Tukey). 
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En la Fig. 7 se observó que la actividad del complejo III disminuyó con el 

tratamiento con Fe2+ en contraste con el control. El tratamiento con polidatina previó 

a la adición de Fe2+ aumentó la actividad del complejo III con respecto al tratamiento 

con Fe2+, alcanzándose niveles de actividad por arriba del control, aunque de manera 

no estadísticamente significativa. Un efecto similar al de la polidatina se observó en 

las mitocondrias tratadas con BHT previo al tratamiento con Fe2+. 
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Figura 7. Efecto de la polidatina en la actividad del complejo llI de la CTE de mitocondrias de 
hígado de rata sujetas a estrés oxidativo. Los resultados se expresaron como la media ± e.e. de 
n=3 (p<0.05, ANOVA y prueba post hoc de Student-Newman-Keuls). 
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En la Fig. 8 se observan los efectos del Fe2+ y la polidatina en la actividad del complejo 

IV. El tratamiento con Fe2+ disminuyó la actividad de este complejo en contraste con 

el control. Los tratamientos con polidatina o BHT previo al tratamiento con Fe2+ 

mejoraron la actividad del complejo IV, incrementando la actividad con BHT o 

polidatina, llegando a niveles similares a los del control. No se observó una diferencia 

estadísticamente significativa entre la actividad del complejo IV de las mitocondrias 

tratadas con Fe+2+polidatina o Fe2++BHT. 
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Figura 8. Efecto de la polidatina en la actividad del complejo lV de la CTE de mitocondrias de 
hígado de rata sujetas a estrés oxidativo. Los resultados se expresaron como la media ± e.e. de 
n=3 (p<0.05, ANOVA y prueba post hoc de Holm-Sidak). 

 

 

  



  

24 
 

7.2 Efectos de la polidatina en la producción de ERO en 

mitocondrias sujetas a estrés oxidativo 
 

En la Fig. 9 se muestran los niveles mitocondriales de ERO utilizando la prueba 

fluorescente H2DCFDA y glutamato – malato como sustrato. Se adicionó además 

antimicina A para estimular la generación de ERO en el complejo III de la CTE.   

Se observó un incremento en la producción de ERO en las mitocondrias 

tratadas con Fe2+. Este efecto fue prevenido mediante la preincubación con polidatina, 

disminuyendo la producción de ERO en contraste con los niveles observados con el 

tratamiento con Fe2+. Es de resaltarse que los niveles de ERO en las mitocondrias 

tratadas con Fe2++polidatina fue menor que los niveles del control, aunque no de 

manera estadísticamente significativa. Además, se observó que la inhibición del 

complejo III con antimicina A no incrementó los niveles de ERO en ningún caso. 
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Figura 9. Efecto de la polidatina en la generación de ERO de mitocondrias de hígado de rata 
sujetas a estrés oxidativo. Los resultados se expresaron como la media ± e.e. de n=3 (p<0.05, 
ANOVA y prueba post hoc de Holm-Sidak). 

 

  



  

25 
 

8. Discusión  

 

Los polifenoles son prometedores candidatos terapéuticos debido 

principalmente a sus propiedades antioxidantes. La polidatina ha tomado relevancia 

durante los últimos años por su relación con el resveratrol, sus múltiples usos y 

beneficios en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la disfunción 

mitocondrial, tales como el síndrome metabólico y el hígado graso (Du et al., 2009).  

Este estudio evidenció el efecto antioxidante de la polidatina en mitocondrias 

de hígado de rata sujetas a estrés oxidativo, ya que el tratamiento con polidatina 

mejoró la actividad de los cuatro complejos de la CTE de mitocondrias tratadas con 

Fe2+ y disminuyó la generación de ERO. Esto es crucial ya que la CTE es una fuente 

importante de ERO, las cuales a altos niveles pueden dañar moléculas como 

proteínas, ADN y lípidos (Tang et al., 2022). Asimismo, esta alta generación de ERO 

da lugar al estrés oxidativo que se asocia a numerosas enfermedades incluidas las 

hepáticas.   

Se ha mostrado que la polidatina tiene propiedades antioxidantes en 

enfermedades neuronales como la enfermedad de Parkinson, la cual se asocia al 

estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial. En un estudio donde se inhibió el 

complejo I con el inhibidor rotenona para reproducir la etiología de la enfermedad de 

Parkinson, se observó que una dosis de polidatina de 80 mg/kg previno la inhibición 

de la síntesis de ATP inducida por rotenona en diferentes regiones del cerebro (Chen 

et al., 2015). Esto concuerda con los resultados obtenidos en la actividad del complejo 

I, ya que se observó que la adición de la polidatina previene la pérdida de actividad 

por el tratamiento de Fe2+, aumentándola incluso por arriba de los niveles del control 

(Fig. 5). Esto podría ser benéfico para el funcionamiento de la mitocondria, debido a 

que los complejos I y III son considerados los principales sitios de producción de ERO. 

Asimismo, la pérdida de actividad del complejo I se atribuye a mutaciones en el ADN 

mitocondrial en animales envejecidos y está relacionada con la inducción de la muerte 

celular apoptótica, lo que sugiere que la polidatina podría tener efectos beneficiosos 

en el envejecimiento y enfermedades relacionadas con una apoptosis excesiva 

(Tatarkova et al., 2016).   
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Se demostrado que la polidatina también tiene efecto en la actividad de los 

otros complejos, así como en el contenido de ATP y actividad de la citrato sintasa 

(CS) en mitocondrias de cardiomiocitos después de un infarto de miocardio (IM) (M. 

Zhang et al., 2017). Esto concuerda con lo reportado en nuestro estudio, donde se 

observó el efecto protector de la polidatina al restablecer la actividad de los cuatro 

complejos de la CTE, pero en este caso las mitocondrias estuvieron sujetas al estrés 

oxidativo por el tratamiento con Fe2+.   

  Se ha demostrado el efecto de la polidatina como un potente protector contra 

el daño ocasionado al hígado por la exposición a la mostaza de azufre (SM). La SM 

puede inducir muerte celular mediante diversos mecanismos como daño en el ADN, 

disminución de los niveles de glutatión, incremento en los niveles de especies 

reactivas de nitrógeno y de ERO (Zhang et al., 2019). 

Los defectos en la actividad del complejo II tienen relevancia biomédica ya que 

se han relacionado con el desarrollo del envejecimiento y canceres como el 

paranglioma hereditario y la feocromocitoma familiar (Byun et al., 2008). Además, el 

complejo II ha sido propuesto como un regulador clave en la neuroprotección (Ma et 

al., 2019). En condiciones específicas, la inhibición de la actividad del complejo II 

puede producir un aumento en la generación de radical O2
•- en el sitio de oxidación 

del ubiquinol (sitio Qo) del complejo III. La actividad del complejo II se ve afectada 

cuando se genera una alta producción de ERO, tal como se observó al inducir estrés 

oxidativo mediante la adición de Fe2+ (Fig. 6). En este caso, el efecto de la polidatina 

también fue ostensible ya que se incrementó la actividad de este complejo a niveles 

incluso mayores que al del control. 

Se ha propuesto que el efecto benéfico de la polidatina en diversas 

enfermedades metabólicas tales como la diabetes, que es mediado por un incremento 

en la secreción de insulina e inhibición de la inflamación y el estrés oxidativo. Los 

mecanismos subyacentes podrían estar relacionados con diminución de los niveles 

de ERO, de productos de glucosilación avanzados, de ácidos grasos libres en 

circulación, así como disminución en la actividad de citocinas proinflamatorias como 

TNF-α, IL-6, IL-8, ICAM-1, TGF-β1, proteína C reactiva, IL-1β, and MCP-1 a través de 

la regulación de vías como AMPK/LDLR, Akt/IRS, PPARβ-NO, NF-κB, y las vías de 

señalización de SIRT1. De igual manera, se cree que la polidatina podría disminuir la 
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progresión de la aterosclerosis al inhibir la vía del receptor TRL/NF-κB, lo que 

reduciría la liberación de diversas citocinas relacionadas con dicha afección (Luo et 

al., 2022). 

En cuanto a la relación de la polidatina con la producción de ERO, se ha 

demostrado el efecto protector de 3 μg/mL de polidatina en la lesión inducida por 400 

µM de H2O2 en células endoteliales de vena umbilical humana. Se observó que el 

H2O2 incrementó la producción de ERO y de lactato y disminuyó la actividad de las 

enzimas antioxidantes glutatión peroxidasa y SOD. El tratamiento con polidatina 

disminuyó notablemente la producción de lactato y ERO, y atenuó significativamente 

los cambios producidos en la actividad de glutatión peroxidasa y SOD (Qiao et al., 

2016). Esto tiene una relación con los resultados de este estudio ya que se observó 

que la polidatina reduce la generación de las ERO en la CTE (Fig. 9). Esto podría 

proceder por el atrapamiento de las ERO producidas en la CTE por la polidatina, por 

la mejora en el funcionamiento de la CTE, donde la mejora en el funcionamiento de 

los complejos daría lugar a una menor producción de radical O2
•-, o por la reacción 

directa del radical OH• producido en presencia de Fe2+ con la polidatina.  

Se ha demostrado que la polidatina tiene que un efecto benéfico en el síndrome 

de disfunción multiorgánica (SDMO) (Zeng et al., 2015).  En este estudio se reportó 

que los niveles de productos avanzados de oxidación proteica, los cuales sirven como 

marcadores de estrés oxidativo en proteínas, disminuyeron en sangre de ratas con 

SMDO tratadas con polidatina en la sangre de ratas con SMDO.  

La disminución de ERO también se puede relacionar a la estructura de la 

polidatina, ya que al ser un polifenol tienen la capacidad de actuar como potentes 

quelantes de hierro y de esta manera prevenir la formación de radicales OH• derivados 

de la reacción de Fenton (Wang et al., 2012). Por todo esto se atribuye que la 

polidatina al tener efectos antioxidantes puede ser un eficiente tratamiento para 

enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, ya que disminuye la generación 

de ERO y mejora la actividad de la CTE en las mitocondrias. 
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9. Conclusión  
 

La polidatina disminuyó la generación de ERO y restableció la actividad de los 

cuatro complejos de la CTE, lo que resalta la capacidad antioxidante y protectora de 

esta molécula en mitocondrias sujetas al estrés oxidativo.  
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