
Rev Esp Geriatr Gerontol 2004;39(1):29-34 2967

O R I G I N A L E S

RESUMEN

Objetivos: el objetivo del presente estudio fue determinar si las mi-
tocondrias dañadas oxidativamente, con un control respiratorio
disminuido, producen más radicales libres que en condiciones
normales. Esto es importante en relación con propuestas actuales
sobre la teoría mitocondrial de envejecimiento por radicales li-
bres. 
Material y método: las mitocondrias fueron expuestas in vitro a un
generador artificial de radicales libres. Se valoró el consumo de
oxígeno mitocondrial en reposo (estado 4, sin ADP) y en estado
activo (estado 3, con ADP). A partir de estos dos parámetros se
obtuvo el valor del control respiratorio, que nos indica el grado
de funcionalidad de las mitocondrias. Paralelamente, se midió la
producción de H2O2 en la misma suspensión mitocondrial.
Resultados: el complejo I se vio más afectado por el daño induci-
do por radicales libres que los complejos II/III. Sin embargo, no
se detectaron cambios estadísticamente significativos en la pro-
ducción de especies reactivas del oxígeno en ninguno de los com-
plejos respiratorios estudiados.
Conclusiones: los presentes resultados sugieren que las mitocon-
drias dañadas oxidativamente no tienen por qué producir necesa-
riamente más radicales libres. Por tanto, la teoría del círculo vicio-
so de producción de radicales l ibres en relación con
envejecimiento no es necesariamente cierta.

Palabras clave
Envejecimiento. Mitocondria. Radicales libres. Peróxido de hidró-
geno. Complejo I.

Effect of hydrogen peroxide on mitochondrial free
radical production in relation to ageing

ABSTRACT

Objectives: to ascertain whether oxidatively damaged mitochon-
dria, showing a decreased respiratory control index, produce mo-
re free radicals than non-stressed mitochondria. This is relevant in
relation to present models of the mitochondrial free radical theory
of ageing.
Material and method: mitochondria were exposed in vitro to an
artificial free radical generator. Oxygen consumption at rest (state
4, without adenosine 5’-diphosphate [ADP]) and under active
phosphorylation (state 3, with ADP) was measured and the respi-
ratory control ratio was calculated indicating the degree of func-
tionality of the mitochondria. In the same mitochondria H2O2 pro-
duction was measured in parallel. 
Results: complex I was more affected than complex II/III by free
radical-induced damage. However, mitochondrial production of
reactive oxygen species remained unchanged in all the respira-
tory complexes.
Conclusions: the present results suggest that oxidatively damaged
mitochondria do not necessarily increase their rate of free radical
generation. Thus, the vicious circle theory of mitochondrial free ra-
dical generation in relation to ageing is not necessarily true.
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INTRODUCCIÓN

Actualmente, la teoría de envejecimiento por radicales

libres es la que cuenta con un mayor número de apoyos

entre la comunidad científica. Esta teoría, enunciada ini-

cialmente por Denham Harman en 1956 y 19721,2, pro-

pone que el envejecimiento se debe al efecto dañino de

los radicales libres de origen mitocondrial y que la propia

mitocondria es la diana principal del daño oxidativo. La

teoría se extendió posteriormente al papel protagonista

del daño oxidativo en los tejidos posmitóticos3. Según la

versión actual de la teoría, la acumulación de mutaciones

en el ADN mitocondrial es la causa principal del enveje-

cimiento4. 
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Hoy por hoy se acepta que existe una acumulación en

el daño que sufre la mitocondria con el envejecimiento

que se manifiesta en la acumulación de mutaciones5. Sin

embargo, se discute si se produce o no un incremento

en la producción de radicales libres mitocondriales con

la edad. Trabajos recientes de nuestro grupo y de otros

no han encontrado tal incremento en la producción de

especies reactivas del oxígeno (ROS) ni en el corazón6,7

ni en músculo esquelético8, aunque sí ha sido descrito

por otros grupos9,10. 

La teoría del círculo vicioso propone que los radicales

libres mitocondriales dañan el ADN de este orgánulo, lo

cual provoca la síntesis de proteínas anómalas que au-

mentan, a su vez, la producción de radicales libres al in-

corporarse a los complejos de la cadena respiratoria y,

con ello, de nuevo elevan el daño al ADN. De esta mane-

ra, se originaría un círculo vicioso en el que el aumento

de daño al ADN provocaría una mayor producción de ra-

dicales libres. A pesar de la extendida aceptación de es-

ta idea, que con frecuencia se asume como cierta, no

existen trabajos publicados que la hayan puesto a prue-

ba de manera experimental. De hecho, la mutación de un

gen mitocondrial no implica necesariamente un incre-

mento en la producción de ROS, sino que, en función del

gen o genes alterados, la producción puede aumentar o

disminuir11. 

Para comprobar si las mitocondrias producen más o

menos radicales libres cuando están funcionalmente al-

teradas por estrés oxidativo, planteamos el presente ex-

perimento. En este trabajo se expusieron mitocondrias

funcionales, aisladas de corazón de rata, a un sistema

de generación de ROS in vitro. A continuación se midió

el grado de afección funcional de las mitocondrias, así

como su intensidad de producción de ROS. Los resulta-

dos obtenidos se discuten en relación con la hipótesis

del círculo vicioso. 

MATERIAL Y MÉTODO

Animales de experimentación

En el presente trabajo se utilizaron ratas Wistar macho

de 4 meses de edad alimentadas ad libitum y manteni-

das a 22 ± 2 ºC bajo un régimen controlado de luz:oscu-

ridad (12:12), una humedad relativa del 55 ± 10% y si-

guiendo la normativa de la Universidad Complutense

sobre cuidado de animales.

Aislamiento mitocondrial

Los animales fueron sacrificados por decapitación, y

se les extrajo el corazón inmediatamente para la extrac-

ción de mitocondrias, según la técnica de Mela y Seitz12

con modificaciones. Brevemente, los ventrículos del co-

razón fueron troceados homogeneizados primero con un

émbolo flojo en 10 ml de medio de aislamiento (220

mmol/l de manitol, 70 mmol/l de sacarosa, 1 mmol/l de

EDTA, 10 mmol/l de Tris-HCl, pH 7,4) que contenía 5 mg

de proteasa y 25 mg de albúmina sin ácidos grasos. Tras

1 min de incubación, se añadieron 25 ml de medio de

aislamiento con 25 mg de albúmina y se procedió a una

nueva homogenización con un émbolo ajustado. Los nú-

cleos celulares se eliminaron mediante centrifugación

(700 g 10 min). Con posterioridad, el sobrenadante se

centrifugó dos veces a 8.000 g durante 10 min. Final-

mente, las mitocondrias se resuspendieron en 1 ml de

medio de aislamiento. Todas las centrifugaciones se rea-

lizaron en frío (4 ºC).

Incubación de las mitocondrias con el generador de
radicales libres

Las mitocondrias se incubaron durante 10 min a 25 ºC

en un volumen total de 2,8 ml de medio de incubación

(145 mmol/l del KCl, 30 mmol/l de Hepes, 5 mmol/l de

KH2PO4, 3 mmol/l de MgCl2, 0,1 mmol/l de EGTA, 0,1%

de albúmina, pH 7,4) en presencia de FeSO4 y H2O2. Pa-

ra el estudio del efecto del daño oxidativo sobre la fun-

ción mitocondrial se emplearon diferentes concentracio-

nes de peróxido de hidrógeno (30, 70 y 100 mol/l) y una

concentración constante de FeSO4 (150 mol/l). Asimis-

mo, se contó con un grupo control en cuyo medio de in-

cubación no hubo ni peróxido de hidrógeno ni sulfato fé-

rrico. Tras la incubación, se añadieron a las muestras 15

ml de medio de aislamiento y se centrifugaron 10 min a

8.000 g. El pellet mitocondrial final se resuspendió en 0,3

ml de medio de aislamiento. Tanto el consumo de oxíge-

no como la producción de ROS de las mitocondrias fue-

ron valorados en la misma resuspensión mitocondrial se-

gún el método fluorométrico de Barja13.

Consumo de oxígeno

El consumo de oxígeno mitocondrial se midió a 37 ºC

mediante un electrodo de oxígeno tipo Clark controlado

por ordenador. Se valoraron el estado 4 (consumo de

oxígeno en estado no fosforilante) y el estado 3 (consu-

mo de oxígeno en estado fosforilante) con la adición de

500 µmol/l de ADP. Posteriormente se calculó la razón de

control respiratorio (RCR) como medida de acoplamiento

mitocondrial. Este parámetro indica si las mitocondrias

se encuentran o no en un buen estado funcional.

Producción de especies reactivas del oxígeno

La medida de la tasa de producción de H2O2 se valoró

midiendo el incremento en la fluorescencia (excitación a

312 nm, emisión a 420 nm) debido a la oxidación del áci-

do homovanílico por H2O2 en presencia de peroxidasa

de rábano. Las condiciones de incubación fueron 0,25

mg de proteína mitocondrial por ml, 6 U/ml de peroxida-

sa de rábano, 0,1 mmol/l de ácido homovanílico y 50

U/ml de SOD. Se utilizaron 2,5 mmol/l de piruvato, 2,5

mmol/l de malato o 5 mmol/l de succinato más 0,2

µmol/l de rotenona como sustratos en el medio de incu-
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bación (145 mmol/l de KCl, 30 mmol/l de Hepes, 5

mmol/l de KH2PO4, 3 mmol/l de MgCl2, 0,1 mmol/l de

EGTA, 0,1% de albúmina, pH 7,4). Dicha incubación se

desarrolló durante 15 min a 37 ºC. Todos los ensayos

con succinato se realizaron en presencia de rotenona pa-

ra evitar el flujo inverso de electrones desde el complejo

II al complejo I. La incubación se detuvo mediante frío y

la adición a las muestras de 0,5 ml de glicina-NaOH 0,1

mmol/l (pH 12) con 25 mmol/l de EDTA. La fluorescencia

se leyó en un fluorímetro Perkin-Elmer LS50B a un volu-

men final de 2 ml. La cantidad de peróxido de hidrógeno

producido por las mitocondrias se calculó a partir de una

curva patrón en la que la glucosa oxidasa genera peróxi-

do de hidrógeno al oxidar glucosa.

El consumo de oxígeno y la producción de peróxido

de hidrógeno mitocondriales se midieron en las mismas

preparaciones mitocondriales, lo que permitió el cálculo

del porcentaje de electrones que escapan de la cadena

respiratoria (la fuga de radicales libres [FRL], free radical

leak en inglés14). Para reducir 1 mol de oxígeno a peróxi-

do de hidrógeno se necesitan 2 electrones, mientras que

hacen falta 4 electrones para la reducción de 1 mol de

oxígeno a agua. La FRL se calculó dividiendo la intensi-

dad de producción de H2O2 por el doble del consumo de

oxígeno, y el resultado se multiplicó por 100.

Análisis estadístico

Los resultados se analizaron mediante un análisis de la

varianza de una vía. Se utilizó el test de Fisher de com-

paraciones múltiples para analizar las diferencias entre

los distintos grupos tratados con respecto al grupo con-

trol. En todos los casos se utilizó un valor de p < 0,05

como criterio de significación estadística.

RESULTADOS

Consumo de oxígeno

No se encontraron diferencias (tabla 1) en el consumo

de oxígeno en estado 4 entre los distintos grupos experi-

mentales ni con piruvato/malato (F = 1,56; p > 0,05) ni

con succinato (F = 1,29; p > 0,05) como sustrato. En el

estado 3 se observaron diferencias significativas (tabla 1)

entre los grupos cuando se utilizó piruvato/malato (F =

4,15; p < 0,05) como sustrato, aunque no con succinato

(F = 0,8; p > 0,05). Así, el consumo de oxígeno en estado

3 (con piruvato/malato) disminuyó a medida que aumen-

taba la concentración de peróxido de hidrógeno, alcan-

zándose la máxima inhibición (33%) con la máxima con-

centración de peróxido de hidrógeno empleada (100

mol/l).

Estos resultados se reflejaron (fig. 1) en el índice de

control respiratorio (RCR), que disminuyó significativa-

mente cuando se utilizó piruvato/malato (F = 6,91; p <

0,001), pero no cuando se empleó succinato (F = 0,15; p

> 0,05). Este índice es un parámetro funcional que indica

el estado de acoplamiento mitocondrial. El descenso en

el RCR con piruvato/malato se debió a la disminución

del consumo de oxígeno en estado 3, ya que el estado 4

no se modificó con el peróxido de hidrógeno.

Producción de ROS

No se encontraron diferencias significativas (Tabla 2)

en la producción de ROS con sustratos del complejo I (F

= 0,58; p > 0,05) ni con sustratos del complejo II (F =

0,34; p > 0,05). Tampoco se detectaron diferencias en la

fuga de radicales libres (fig. 2) con piruvato/malato (F =

0,24; p > 0,05) ni con succinato (F = 1,14; p > 0,05).

DISCUSIÓN

Los resultados de este estudio indican que la exposi-

ción a peróxido de hidrógeno y sulfato férrico puede da-

ñar las mitocondrias. Esta exposición provoca una pérdi-

da de capacidad funcional que se refleja en el menor

RCR de los grupos tratados, como consecuencia de una

reducción en el consumo de oxígeno durante el estado

3. El descenso del estado 3 nos indica que las mitocon-

drias pierden capacidad de síntesis de ATP, fenómeno

que, precisamente, ocurre en este estado. 

Pyr/mal 15,9 ± 0,8 80,4 ± 4,7 18,9 ± 1,5 74,2 ± 6,2 19,5 ± 2,3 59,5 ± 6a 21,1 ± 2,2 54,3 ± 7,5a

Succinato 47,4 ± 5,5 100 ± 11,2 42,9 ± 2,1 85,5 ± 8,2 43,4 ± 2,8 88,7 ± 11,6 37,3 ± 2,1 79,0 ± 5,0

TABLA 1. Consumo de oxígeno (nmol de O2/min mg de proteína) de mitocondrias de corazón de rata expuestas a diferentes
concentraciones de H2O2 y SO4Fe y suplementadas con piruvato/malato o succinato. Se muestran medidas en estado 4 (EST 4) y en
estado 3 (EST 3)

aDiferencias significativas con respecto al grupo control (p < 0,05).
Se muestra la media ± error estándar de la media (EEM) de entre 9 y 13 animales por grupo. 

H2O2

Control 30 µmol/l 70 µmol/l 100 µmol/l

EST 4 EST 3 EST 4 EST 3 EST 4 EST 3 EST 4 EST 3
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El descenso en el consumo de oxígeno en estado 3 se

dio solamente con piruvato/malato (sustrato del comple-

jo I) y no con succinato (sustrato del complejo II), lo que

indica la mayor sensibilidad del complejo I. Esto coincide

con otros trabajos, que señalan igualmente al complejo I

como más sensible al daño oxidativo en distintos mode-

los experimentales15-17. Asimismo, el complejo I parece

ser más sensible que el resto de los componentes de la

cadena electrónica mitocondrial durante el envejecimien-

to no patológico18. 

La mayor sensibilidad del complejo I es especialmente

significativa si consideramos que en este complejo es

donde se han identificado las diferencias en la produc-

ción de ROS entre especies animales de distinta longevi-

dad19 y el descenso en la producción de ROS asociado

a la restricción calórica6,20. Todo ello apunta a un papel

fundamental del complejo I, tanto en la producción de

ROS como en la determinación de la velocidad de enve-

jecimiento. 

En la actualidad no existe un consenso claro acerca de

si las mitocondrias de los individuos ancianos producen

más9,10 radicales libres o no6-8 que las de los jóvenes.

Nuestro estudio demuestra que una respiración mitocon-

drial deficiente debida al daño oxidativo no conlleva ne-

Figura 2. Efecto de la generación de

radicales libres (H2O2 + FeSO4) en la

fuga de radicales libres (%) en las

mitocondrias del corazón de rata. A:

piruvato/malato como sustrato; B:

succinato como sustrato. Se muestran las

medias ± error estándar de media (EEM)

de entre 9 y 13 individuos por grupo. La

fuga de radicales es el porcentaje de

electrones que escapan de la cadena

respiratoria. 

A) Piruvato/malato B) Succinato
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Piruvato/malato 0,81 ± 0,1 0,77 ± 0,1 0,89 ± 0,1 0,97 ± 0,1
Succinato 3,35 ± 0,3 3,48 ± 0,4 3,07 ± 0,3 3,52 ± 0,4

TABLA 2. Producción de H2O2 (nmol de H2O2/ min mg de proteína) de mitocondrias de corazón de rata expuestas a diferentes
concentraciones de H2O2 y SO4Fe y suplementadas con piruvato/malato o succinato. Se muestran medidas en estado 4 y en 
estado 3

Se muestra la media ± error estándar de la media (EEM) de entre 9 y 13 animales por grupo.

H2O2

Control 30 µmol/l 70 µmol/l 100 µmol/l

Figura 1. Efecto de la generación

artificial de radicales libres (H2O2 +

FeSO4) en la razón de control

respiratorio (RCR) de las mitocondrias

del corazón de rata. A: piruvato/malato

como sustrato; B: succinato como

sustrato. Se muestran las medias ± error

estándar de la media (EEM) de entre 9 y

13 individuos por grupo. *Diferencias

significativas con respecto al grupo

control (p < 0,001). 
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cesariamente un incremento en la producción total o en

la fuga de radicales libres. Por tanto, los presentes resul-

tados son especialmente relevantes, al poner en duda la

veracidad de la teoría del círculo vicioso. Dicha teoría es-

tablece que la producción de ROS por la cadena de

transporte electrónico daña el ADN mitocondrial provo-

cando la síntesis anómala de las proteínas codificadas

por éste. Cuando estas proteínas se ensamblan, se pro-

duciría una mayor generación de ROS y un mayor daño

al ADN, proceso que se repite sucesivamente. 

Algunos grupos17 han descrito incrementos en la pro-

ducción de ROS tras la incubación de mitocondrias con

distintos compuestos químicos generadores de estrés

oxidativo (tert-butilhidroperóxido, ADP-Fe/ascorbato,

diamida, etc.). Aunque estas sustancias parecen incre-

mentar la producción de ROS por la cadena de transpor-

te electrónico, su utilización puede cuestionarse, puesto

que es difícil imaginar su presencia en el metabolismo

celular normal. Desde esta perspectiva, la utilización de

peróxido de hidrógeno y de sulfato férrico parece un mo-

delo más próximo a la fisiología celular real. El peróxido

de hidrógeno es capaz de atravesar la doble membrana

mitocondrial como demuestra su capacidad para inhibir

enzimas de la matriz21 (aconitasa y alfa-cetoglutarato

deshidrogenasa, entre otras) con concentraciones pare-

cidas a las utilizadas en este estudio. Además, la presen-

cia de un metal de transición como el hierro facilita la

aparición de otras especies reactivas del oxígeno más

«eficaces» a la hora de generar daño oxidativo, como

son el supéroxido o el radical hidroxilo. Por otra parte,

sustancias como el cumeno o el tert-butilhidroperóxido

pueden afectar de forma no deseada al metabolismo ce-

lular alterando, por ejemplo, los niveles de glutatión. Así,

el incremento en la producción de ROS en el complejo I

en presencia de tert-butilhidroperóxido se debe a una

glutationación reversible del complejo y no a un daño

irreparable en éste17. De hecho, se sabe que la oxida-

ción del pool de glutatión mitocondrial aumenta el estrés

oxidativo que sufre el ADN22. 

Otro de los problemas que presenta la teoría del círcu-

lo vicioso es la presunción de un incremento en la pro-

ducción de ROS por todo tipo de mutaciones. Esto dista

mucho de ser cierto y, en función del gen afectado, se

produce un aumento, una disminución o una falta de al-

teración en la producción23. Así, por ejemplo, las muta-

ciones en genes de la ATP-asa incrementarán la produc-

ción de ROS24 (al aumentar el gradiente protónico),

mientras que al inicio del complejo I provocarán un des-

censo al disminuir tanto el gradiente protónico como el

paso de electrones por el complejo11. ¿Puede, por tanto,

interpretarse la mayor sensibilidad al daño oxidativo del

complejo I como una estrategia que impide el incremen-

to de ROS en las mitocondrias dañadas? A la luz de los

datos disponibles se puede pensar que sí. Esto explica-

ría por qué en el ADN mitocondrial han permanecido tan-

tos genes que codifican para el complejo I, por qué el

control de la regulación de la respiración mitocondrial re-

cae en él25 y por qué parece desempeñar un papel de-

terminante en el envejecimiento4. Dañar preferentemente

el complejo I impide que la célula entre en apoptosis21 o

necrosis26 por una cascada incontrolada de radicales li-

bres.

Precisamente, la propia naturaleza de las mutaciones

encontradas en los individuos añosos desmiente la teo-

ría del círculo vicioso11. En estas mitocondrias es fre-

cuente encontrar un único tipo de mutación5. Si las mito-

condrias vieran su producción continuamente

incrementada, como predice la teoría del círculo vicioso,

lo que debería observarse sería una mezcla de diferentes

mutaciones o deleciones en la misma célula. Sin embar-

go, si la mitocondria con el ADN mutado dejara de pro-

ducir ROS, «se camuflaría» y se dedicaría a producir co-

pias de su propio ADN mutado. El fenotipo que se

observaría coincidiría bastante con el descrito5. Los da-

tos del presente estudio no prueban que las mitocon-

drias con la cadena mitocondrial alterada en el complejo

I produzcan menos ROS, pero desmiente que produzcan

más, como dice la teoría del círculo vicioso.

En resumen, las mitocondrias con la cadena respirato-

ria alterada por estrés oxidativo no parecen producir más

radicales libres, al menos, cuando se valora in vitro. Esto

nos hace rechazar la teoría del círculo vicioso. Además,

una producción constante, no incrementada, de espe-

cies reactivas del oxígeno está más de acuerdo con una

de la reglas del envejecimiento dadas por Strehler27, su

carácter progresivo, y con el patrón de mutaciones en el

ADN mitocondrial encontrado en individuos viejos11. Así,

para explicar el envejecimiento no es necesario un incre-

mento en la producción de radicales libres mitocondria-

les con la edad, puesto que una producción constante

es suficiente para asegurar la acumulación de un daño

que conduzca a él. En este sentido, las investigaciones

de nuestro laboratorio demuestran que la producción de

ROS y el daño al ADN mitocondrial no se incrementan

con la edad, ni en el corazón6 ni en el músculo8 ni en el

cerebro (datos no publicados), tejidos posmitóticos cla-

ves en el envejecimiento.
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