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Resumen

La  expresión  y  actividad  diferencial  de  la  mtNOS  en  el  compartimiento 

mitocondrial es seguida por variaciones significativas de la concentración de NO en la 

matriz,  en  el  estado estacionario.  La  utilización  mitocondrial  del  NO termina  en  la 

producción  de  anión  superóxido  y  H2O2,  éste  último  con  capacidad  para  difundir 

libremente  hacia  el  citosol,  en donde participa  en la  modulación  de la  proliferación 

celular  y la apoptosis  y en la transformación celular  y el  cáncer.  Sobre estas bases, 

analizamos la modulación de la mtNOS en el marco del estado redox celular en los 

tumores murinos M3, MM3 y P07, y sus respectivas líneas celulares, y se comparó con 

tejidos normales tanto proliferantes como quiescentes. Los resultados mostraron que a) 

las mitocondrias tumorales y de tejidos proliferantes solo retienen entre el 10- 50% de la 

actividad de los complejos I, II-III y IV de la cadena respiratoria y de actividad de Mn-

SOD con respecto a los tejidos quiescentes; b) los tejidos normales proliferantes, como 

el hígado embrionario o la glándula mamaria durante la preñez, presentan 10- 20% de 

actividad y expresión de mtNOS y producción mitocondrial de H2O2  en comparación 

con los tejidos no proliferantes; c) del  mismo modo, pero independientemente de la 

expresión de mtNOS, las mitocondrias tumorales exhiben no más del 5% de actividad 

de mtNOS y producción de H2O2 con respecto a tejidos maduros y, d) en contraste con 

tejidos estables, tanto el tejido tumoral como las células normales proliferantes exhiben 

altos niveles de expresión de ciclina D1 y bajos niveles de  actividad de p38, kinasa 

normalmente  asociada  a  apoptosis.  El  H2O2 promueve  la  proliferación  en  células 

tumorales (<10 µM) o marcadamente la inhibe (>10 µM) con variaciones paralelas de la 

expresión de ciclina D1, y de la actividad de ERK1/ 2 y p38. En base a estos resultados, 

se propone que la disminución en la fosforilación oxidativa y la existencia de mtNOS 

tumoral no funcional con bajo nivel de H2O2 dependiente de NO mitocondrial, son una 

plataforma para relacionar  el  crecimiento tumoral  persistente  con el  comportamiento 

embrionario. Asimismo, estudiamos la modulación que ejerce H2O2 a través de MAPKs 

sobre la progresión del ciclo celular en la línea tumoral LP07. Se observó que 1µM 

H2O2 promueve proliferación  y 50  µM arresto celular,  con alta  y baja  expresión de 

ciclina D1, respectivamente; y fosforilación diferencial de ERK1/ 2, p38 y JNK. A 1 

µΜ H2O2,  la  activación  y  translocación  de  ERK1/  2  al  núcleo  fueron  persistentes, 



mientras  que  con 50  µΜ H2O2  ERK era  retenido  en  mitocondria.  La  inhibición  de 

MEK1/  2  limitó  la  expresión  de  ciclina  D1 a  1  µM H2O2.  50  µΜ H2O2 indujo  la 

activación y translocación persistente de  JNK1/ 2 y p38 al núcleo, con arresto del ciclo 

celular, sin señales de apoptosis. La inhibición de JNK y p38 revirtieron la disminución 

en  la  expresión  de  ciclina  D1 a  50  µM H2O2.  Los  efectos  redox se  asociaron  a  la 

translocación  de MAPKs a la  mitocondria.  In vitro,  la  oxidación  suave (0.1- 1  µM 

H2O2) favorece la fosforilación de ERK por su kinasa específica, mientras que p38 y 

JNK favorecen su fosforilación tras la oxidación fuerte (10 µM H2O2). Del mismo modo 

la formación del dímero MEK- ERK se vio favorecida con oxidación suave, mientras 

que los dímeros MKK3- p38 y MKK4- JNK se favorecieron con oxidación fuerte. Este 

comportamiento diferente se observó también in vivo. Esta respuesta diferencial de las 

kinasas al H2O2 se debe probablemente a la disposición de los residuos cisteína en las 

cercanías de los sitios de interacción proteína- proteína de las MAPKs: ERK tiene dos 

residuos  cisteína,  p38  y  JNK  solo  uno.  En  este  sentido,  la  proliferación  tumoral 

persistente  podría  depender  de  la  activación  y  tráfico  diferencial  de  MAPKs  en 

conexión con la baja [H2O2]ss en células transformadas.



Abstract

Differential expression and activity of constitutive mtNOS in the mitochondrial 

compartment  is  followed  by  significant  variations  in  matrix  NO  steady-  state 

concentration.  The  mitochondrial  utilization  of  NO  involves  the  production  of 

superoxide anion and H2O2,  a species freely diffusible outside the mitochondria that 

participates  in  the  modulation  of  cell  proliferation  and  apoptosis,  and  in  cell 

transformation and cancer. On these bases, we analyzed the modulation of mtNOS in 

the  frame  of  cellular  redox  state  in  M3,  MM3  and  P07  murine  tumors  and  their 

respective cell  lines,  as compared to normal  proliferating and quiescent  tissues. The 

results showed that a) tumoral and proliferating mitochondria only retain 20- 50% of the 

activity of complexes I, II- III and IV and Mn- SOD of quiescent tissues; b) normal 

proliferating tissues, like embryonic liver or pregnant mammary gland, have 10- 20% of 

mtNOS  expression  and  activity  and  mitochondrial  H2O2 yield  than  quiescent  non-

proliferating  tissues;  c)  similarly  but  irrespective  of  mtNOS  expression,  tumoral 

mitochondria  have  no  more  than  5% of  mtNOS activity  and H2O2 yield  of  mature 

tissues  and, d) in opposition to stable tissues, both tumoral and normal proliferating 

cells  exhibit  high cyclin D1 expression and low pro- apoptotic  p38 activity.  Dually, 

H2O2 stimulated tumor cell proliferation (< 10 μM) or markedly inhibited it (> 10 μM) 

with parallel variations of cyclin D1, phospho- ERK1/2 and phospho-p38. It is surmised 

that  decreased  oxidative  phosphorylation,  defective  tumoral  mtNOS  and  low 

mitochondrial NO- dependent H2O2 may be a platform to link persistent tumoral growth 

to embryonic behavior. We also attempted to study H2O2 modulation of MAPK traffic 

in connection with cell cycle progression in the tumoral cell line, LP07. 1  µΜ H2O2 

promoted proliferation and 50  µM H2O2  cell cycle arrest, with parallel high and low 

cyclin D1 expression, respectively; and differential set up of MAPKs pathways. At 1 

µΜ H2O2, ERK1/ 2 activation and translocation to nuclei were persistent, while 50 µΜ 

H2O2 caused ERK1/ 2 retention in mitochondria. Inhibition of MEK1/ 2 limited cyclin 

D1 expression at  1  µM H2O2,  indicating  that  the proliferative  signal  was  driven by 

ERK1/ 2. In contrast, 50 µΜ H2O2 induced p38 and JNK1/ 2 persistent activation and 

translocation to the nuclei; cells became arrested with no signs of apoptosis. Both JNK 

and p38 inhibitors reverted cyclin D1 downregulation at 50  µM H2O2. Redox effects 



were associated to MAPK specific mitochondrial translocation and activation. In vitro, 

ERK phosphorylation by its upstream kinase was favoured upon soft oxidation (0.1- 1 

µM H2O2), while p38 and JNK favoured its phosphorylation after strong H2O2 oxidation 

(10  µM). In the same way, MEK- ERK complex formation was enhanced upon soft 

oxidation,  while  the  contrary  occurred  to  MKK3-  p38  and  MKK4-  JNK  dimer 

formation.  The  same  behaviour  was  observed  in  vivo.  This  differential  pattern  of 

activation  was  probably  a  consequence  of  cysteine  residues  disposition  on  the 

boundaries of the docking sites of MAPKs. Thus, persistent tumoral proliferation may 

depend on differential activation and traffic of MAPKs in connection with low [H2O2]ss 

in transformed cells.
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Introducción



Óxido nítrico y óxido 
nítrico sintasas



El óxido nítrico

El óxido nítrico (NO) es una molécula diatómica simple que posee una química 

única  y  fascinante.  Es  un  gas  incoloro  a  temperatura  y  presión  ambiente,  y  su 

solubilidad en agua es similar a la del O2 (2 mM). Es relativamente lipofílico (6-8 veces 

más  soluble  que  en  agua)  (Shaw  et  al,  1977),  por  lo  cual  sus  reacciones  se  ven 

dramáticamente  incrementadas  en  membranas  biológicas  con  respecto  a  ambientes 

acuosos.  Tiene  naturaleza  de  radical  libre;  posee  un  electrón  desapareado  que  es 

compartido por el nitrógeno y el oxígeno, con predominancia sobre el nitrógeno, por lo 

que el NO reacciona con otras moléculas a través de este átomo (Fukuto et al, 2000).

El NO es un óxido de nitrógeno que puede ser extensamente reducido u oxidado 

en sistemas biológicos, originando una familia de especies secundarias. Para analizar los 

efectos del NO y sus derivados, debemos considerar la química biológica del NO, que 

comprende un número pequeño de reacciones con componentes normalmente presentes 

en las células.

La reacción del NO con O2 y especies derivadas del O2 en soluciones acuosas 

El O2 posee dos electrones desapareados en su estado basal de triplete, por lo que 

es  estrictamente  un  diradical.  Por  ello,  el  O2 reacciona  con  dos  moléculas  de  NO, 

generando dos moléculas de dióxido de nitrógeno (NO2), a través de las reacciones [1-

3].

NO +  O2  →  OONO- [1]

                                     OONO- +  NO  →  ONOONO      [2]

ONOONO   →  2NO2[3]

El NO2 es otro radical, mucho más oxidante que el NO (E = +1.04 V para la 

cupla NO2/ NO2
-) (Stanbury, 1989). La reacción del NO2 con NO en soluciones acuosas 

genera nitrito como producto estable (reacciones [4- 5]).



NO2 + NO →  N2O3 [4]

                                     N2O3 + H2O →  2NO2
- + 2H+           [5]

La reacción [5] es una nitrosación del agua (adición de NO+). La nitrosación es 

una reacción muy favorable del N2O3, que ocurre con nucleófilos en general, como por 

ejemplo,  los tioles (Challis et al, 1978).

La reducción del O2 por un electrón resulta en la formación del anión superóxido 

(O2
-). Su reacción con NO es muy favorable (Blough  et al, 1985) y su velocidad de 

reacción está limitada por la difusión de las especies (Huie et al, 1993) (reacciones [6-

7]).

NO  + O2
- →  ONOO-[6]

                                       ONOO- + H+ →  [HO...ONO]     [7]

La  protonación  del  peroxinitrito  (ONOO-)  es  seguida  por  la  rápida  lisis  del 

ácido,  que  genera  dos  radicales  de  vida  media  muy  corta,  el  NO2 y  el  OH.  Estos 

radicales son responsables de gran parte del espectro de las reacciones del ONOO-, en 

su mayoría de oxidación, con constituyentes biológicos (Pryor et al, 1999). La altísima 

reactividad del ONOO- se ve limitada en parte por su corta vida media (0.67 seg.) que 

asegura una baja difusión (Denicola  et al, 1998). Esta particularidad determina que el 

ONOO- actúe solamente en el sitio donde es formado. 

El NO reacciona también con determinadas proteínas que contienen centros de 

hierro- azufre (Fe- S). Específicamente, se une al Fe++ formando un nitrosil- Fe (NO- 

Fe)  que  modifica  las  propiedades  químicas  del  grupo  prostético,  inhibiendo  o 

estimulando la actividad biológica de la enzima. 

Una de las reacciones más afines del NO con componentes celulares es su unión 

a  grupos  hemo  reducidos,  libres  u  ocupados  por  una  molécula  de  O2 (Ej. 

oxihemoglobina,  oximioglobina,  citocromo  oxidasa,  catalasa,  lipoperoxidasa,  entre 

otras). Dependiendo del estado del hemo, la reacción da lugar a diferentes productos, 

principalmente de dos clases:



a) Fe++- O2
- + NO  →  Fe+++ + NO3

- (k ≈ 107 M-1 seg.-1)

b) Fe++  +  NO  →  Fe++- NO (k ≈ 105 M-1 seg-1)

Las dos reacciones resultan en la inactivación del NO. La reacción  a se utiliza como 

herramienta para medir los niveles de NO producidos por células o tejidos: se determina 

la velocidad y la cantidad de oxihemoglobina u oximioglobina que se oxida a la forma 

meta, como índice de la formación estequiométrica de NO.



Las óxido nítrico sintasas 

El NO es generado por una familia de enzimas, conocidas como óxido nítrico 

sintasas (NOS). Se identificaron tres isoformas distintas de NOS producto de diferentes 

genes,  con  diferente  localización  cromosómica,  y  diferentes  regulación,  propiedades 

catalíticas y sensibilidad a inhibidores. Estas isoformas presentan entre un 51 y 57 % de 

homología en humanos, y cada una de ellas presenta diferentes variantes de splicing 

(Alderton  et al, 2001; Newton  et al, 2003). Enzimas similares a la NOS son también 

codificadas en los genomas de la mayoría de las formas de vida, incluyendo bacterias.

 Las  isoformas  clásicas  de  la  NOS comprenden  a  la  NOS neuronal  (nNOS), 

hallada por primera vez en tejido nervioso, y siendo la variante predominante en este 

tejido;  la NOS inducible (iNOS), que es la isoforma capaz de ser inducida en una gran 

variedad  de  tejidos  y  por  una  gran  cantidad  de  estímulos;  y  la  isoforma  endotelial 

(eNOS), que se encontró por primera vez en tejido endotelial. Estas isoenzimas han sido 

normalmente diferenciadas en base al carácter de su expresión, siendo eNOS y nNOS 

enzimas típicamente constitutivas, mientras que la iNOS era claramente la enzima cuya 

expresión podía estar sujeta a modulación. Asimismo, las primeras dependen de calcio 

para su actividad, mientras que la iNOS parece independiente del mismo (Alderton et  

al, 2001). Los tres genes que codifican la nNOS, iNOS y eNOS humanas existen en 

copia única en el genoma haploide (Nakane et al, 1993; Hall  et al, 1994; Geller  et al, 

1993; Sherman  et al, 1993; Charles  et al, 1993, Janssens  et al, 1992, Marsden  et al, 

1992). Tienen estructura genómica similar, lo que sugiere un origen ancestral en común. 

Las NOS presentan dos dominios, mostrados en la figura 1: un dominio N- terminal o 

dominio oxidasa, que contiene sitios de unión para el grupo hemo, tetrahidrobiopterina 

(BH4),  y L- arginina. Este dominio está unido por un sitio que reconoce calmodulina 

(CaM) al dominio C- terminal o dominio reductasa, el cual contiene sitios de unión para 

FAD, FMN y NADPH (McMillan  et al, 1995; Richards  et al, 1994; Ghosh y Stuehr, 

1995).



Los dominios reductasa y oxidasa, han sido caracterizados por proteólisis parcial 

(Sheta  et  al,  1994;  Lowe  et  al,  1996, Chen  et  al,  1996),  fueron expresados en una 

variedad de sistemas  de expresión,  y  estudiados  por cristalografía  de rayos  X. Esto 

permitió  determinar  sus propiedades estructurales y biofísicas.  Ambos dominios,  por 

separado, son catalíticamente activos; la producción de NO se reconstituía al juntarlos 

in vitro, tanto para la eNOS humana como para la iNOS murina (Ghosh et al, 1995). Se 

vio  asimismo,  que  el  dominio  C-  terminal  es  muy  similar  a  la  citocromo  P-  450 

reductasa, mientras que la porción N- terminal no tenía homología con otras proteínas 

conocidas (Bredt et al, 1991) (Fig. 2).  

Figura 1. Reacción catalizada y cofactores de la NOS. Los electrones (e-) son donados 

por el NADPH al dominio reductasa de la enzima, y proceden vía FAD y FMN 

hacia el dominio oxidasa. Allí interactúan con el grupo hemo, y la BH4 en el sitio 

activo, para catalizar la reacción del oxígeno con L- arginina, generando citrulina y 

NO como productos. El flujo electrónico a través de los dominios requiere la 

presencia de Ca2+ y CaM unidos.



B

 

Figura 2.  A)  Alineación de las secuencias aminoacídicas de las NOS y ubicación 

relativa de los sitios consenso de unión a cofactores y sustratos. Los dominios 

reductasa y oxidasa, y los dominios PDZ se muestran como cajas. Se indica el 

número de aminoácido con el cual empieza y termina cada dominio. Se aclara el 

grupo cisteína que une al hemo, y el sitio de unión a calmodulina (CaM) en cada 

isoforma. Se muestran los sitios de miristoilación y palmitoilación para la eNOS, y 

las cisteínas que unen Zn. B)  Diagrama de cintas de la estructura de la nNOS. Se 

discriminan, la zona de unión a NADPH (verde claro), de unión a flavinas (verde 

oscuro) y la porción N- terminal (rojo).

  

A

B



La  reacción  de  formación  del  NO procede  en  dos  pasos:  primero,  la  NOS 

hidroxila uno de los nitrógenos guanidínicos de la L- arginina para dar N- hydroxi- L-

arginina (NOHA), un intermediario de reacción que permanece unido a la enzima. La 

NOHA luego se oxida  para  generar  NO y L-  citrulina  (Fig.  3).  Los  electrones  son 

donados por el NADPH y el O2 es utilizado como co- sustrato; un átomo se adiciona a la 

L-  arginina  para dar  L- citrulina,  y el  otro forma parte  del  NO (Nathan,  1992).  La 

transferencia de electrones a través de los grupos prostéticos de las NOS es compleja y 

los mecanismos propuestos son controvertidos. Todas las NOS requieren la presencia de 

BH4 para estabilizar la formación del homodímero. Además, todas requieren la unión 

de CaM para permitir el flujo de electrones hasta L- Arg. La afinidad con que se une la 

CaM es una de las principales diferencias entre las isoformas de NOS; siendo muy afín 

la iNOS, y esta característica, es lo que la hace aparentemente independiente de calcio.

Como se menciona en párrafos anteriores, la NOS se asocia en dímeros para dar 

la isoforma fisiológicamente activa. Esta asociación involucra una gran interfase en el 

dominio  oxidasa,  que  incluye  el  sitio  de  unión  para  BH4,  y  ayuda  a  estructurar  el 

bolsillo que contiene al sitio activo, que a la vez contiene al hemo y a la L- arginina.

Figura 3. Reacción de síntesis del NO catalizada por las NOS.



La óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS)

La  nNOS  fue  la  primera  isoforma  en  ser  purificada  y  clonada,  a  partir  de 

cerebelo de rata, y es también conocida como NOS- 1 (Bredt et al, 1990). La nNOS se 

expresa  constitutivamente,  pero  su  nivel  de  expresión  puede  ser  modificado  en 

proporciones  importantes  por diferentes  estímulos.  Su actividad  está regulada por la 

concentración de Ca2+ intracelular; al unir Ca2+, la CaM adquiere una conformación muy 

afín por la nNOS, activándola. Por lo tanto, estímulos que impliquen la activación de la 

fosfolipasa C (PLC), con ulterior producción de inositol- trifosfato (IP3) y diacilglicerol 

(DAG), induciendo la apertura de los canales de Ca2+ del retículo endoplásmico, o que 

activen canales de Ca2+ de la membrana plasmática, activan transitoriamente a la nNOS. 

El gen que codifica a la nNOS se localiza en el cromosoma 12 humano, y es uno 

de los más complejos que se conoce (Brenman et al, 1997), en particular en términos de 

uso del promotor (Wang et al, 1999). Consta de 29 exones y ocupa una región de ~200 

kbp en el genoma. Cuando todos los exones son incluidos en el mRNA, la proteína 

monomérica resultante tiene un peso aproximado de 160 kDa y una extensión de 1429 

aminoácidos  (Ignarro,  1999),  y  se  la  conoce  como  la  variante  nNOSα.  Entre  sus 

características está la de poseer un dominio PDZ de unión a proteínas, a través del cual 

se asocia con proteínas estructurales de la membrana post- sináptica y con la distrofina 

en  fibras  musculares  (Brenman  et  al,  1995  y  1996).  La  nNOS  no  se  expresa 

exclusivamente en el sistema nervioso, sino que se encuentra en otros tipos celulares 

como el neutrófilo (Greenberg et al, 1998; Gatto et al, 1999), ciertos linfocitos, testículo 

y músculo esquelético. 

El  gen  de  la  nNOS  posee  una  amplísima  variedad  a  nivel  transcripcional 

(Brenman  et al, 1997). Se conocen al menos 5 promotores y 3 exones 1 alternativos, 

que se utilizan en distintos tipos celulares, en distintos estadios del desarrollo (Fig. 4). 

Por ejemplo, en neuronas, además de la isoforma full- length de 157 kDa (nNOSα), se 

observó mediante el uso de ratones knock- out para el exón 2 de nNOS, la expresión de 

variantes  más  pequeñas;  una  de  144  kDa  (nNOSβ)  y  otra  de  136  kDa  (nNOSγ), 

dependiendo de cual exón 1 se incorpora al mRNA (Eliasson et al, 1997, Huang et al, 

1993). Estas variantes, al carecer del exón 2, no tienen el dominio PDZ, y no pueden 



unirse  por  lo  tanto  a  membranas  sinápticas.  El  splicing  alternativo  del  exón  2  está 

regulado  durante  el  desarrollo  en  cerebro  de  ratón  (Eliasson  et  al,  1997),  pero  su 

funcionalidad aún se desconoce. La actividad catalítica de estas variantes se reportan 

como un 80% (nNOSβ) y un 3% (nNOSγ) de la actividad de la isoforma full- lenght 

(nNOSα). En el músculo se encuentra una variante de splicing de mayor peso molecular 

(168 kDa),  denominada  nNOSµ (Silvagno  et  al,  1996),  que  tiene  un  inserto  de  34 

aminoácidos  entre  los dominios  de unión a CaM y a  FAD. Presenta  asimismo,  una 

disminución en la velocidad de consumo de NADPH y de reducción de citocromo  c, 

con respecto a la variante α, que se ve reflejado en una menor velocidad de producción 

de H2O2.  Por lo tanto,  el  espectro de variantes  de nNOS y sus diferentes  grados de 

actividad contribuyen en gran medida a la regulación de la producción de NO.

 Figura 4.   A) Variantes de splicing de la nNOS de rata. Los productos proteicos de 

splicing se denotan como flechas: nNOSα: aa 1- 1433, nNOSβ: aa 236- 1433, nNOSγ: aa 

336- 1433, nNOSµ: aa 1- 1433 más inserto de 34 aa en el dominio de unión a FMN. En 

caja gris se denotan los aa faltantes en una variante murina de nNOS (nNOS- 2).  B) 

Esquema del uso de promotores alternativos en la transcripción del gen de la nNOS. 

Diferentes  exones 1 (Ex1),  cada uno regulado por un promotor propio,  son usados 

alternativamente de manera tejido y estadio específica.

Ex 2Ex 1dEx 1a Ex 1b Ex 1c Ex 3
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El NO sintetizado por la  nNOS participa en procesos tan diferentes  como la 

neurotransmisión  en  nervios  no  adrenérgicos-  no  colinérgicos  (NANC)  del  tracto 

digestivo  y  urogenital,  la  transducción  de  señales  desencadenada  por  glutamato,  el 

estallido respiratorio de células fagocíticas y la apoptosis de algunos linfocitos (Nathan, 

1992).

La óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS)

La eNOS fue purificada inicialmente de células endoteliales, de ahí su nombre 

(Lamas  et  al,  1992);  también  es  llamada  NOS- 3.  Junto con la  nNOS pertenece  al 

subgrupo  de  NOS  de  expresión  constitutiva.  Su  peso  molecular  deducido  de  la 

secuencia de 1205 aminoácidos, es de 133 kDa (Ignarro, 1999). Presenta un 60 % de 

homología  con la nNOS, y se caracteriza  por poseer  una extensión en la  región N-

terminal con un sitio consenso para miristoilación (Pollock et al, 1992). Una vez que la 

enzima es modificada por el agregado del ácido graso, se favorece su asociación con la 

membrana plasmática en unas estructuras subcelulares denominadas caveolae, en fuerte 

asociación con la caveolina (Harrison, 1997). La eNOS es activada por la unión del 

complejo Ca2+/ CaM, luego de la exposición de las células a estímulos liberadores de 

Ca2+, como la acetilcolina y bradiquinina, entre otros. La eNOS se expresa también en 

cardiomiocitos, linfocitos B, plaquetas y, curiosamente, en las neuronas piramidales del 

hipocampo, donde participa en procesos de memoria y aprendizaje (Ignarro, 1999). En 

las  células  endoteliales,  el  NO generado por  la  eNOS produce  vaso-  relajación  del 

músculo liso subyacente y anti- agregación plaquetaria en el lumen de los vasos (Fig. 5) 

(Ignarro  et al, 1987). El gen que codifica para esta isoforma posee 28 exones y una 

complejidad similar al gen de la nNOS, aunque ha sido estudiado en menor medida.

En respuesta a agonistas, eNOS es capaz de fosforilarse, y ésta acumulación de 

fosfatos  torna  a  la  enzima  soluble  (Michel  y  Busconi,  1993),  disociándose  de  la 

membrana plasmática. Recientemente se ha reportado que la fosforilación, en particular 

de la Ser 1177 y Thr 495, regula la actividad de la eNOS (Chen et al, 1999; Dimmeler 

et  al,  1999)  a  través  de  un  signaling  coordinado  que  involucra  varias  kinasas  y 

fosfatasas.



La óxido nítrico sintasa inducible (iNOS)

 La iNOS se diferencia de las isoformas anteriores, en el sentido que no depende 

estrictamente de Ca2+ para su actividad (tiene una altísima afinidad por la CaM, aún en 

ausencia  de  Ca2+),  y  su  velocidad  máxima  de  producción  de  NO  es  del  orden 

micromolar comparado con el orden nanomolar de las formas constitutivas. La enzima 

está normalmente activada hasta que es degradada proteolíticamente. El gen de la iNOS 

tiene  un  nivel  de  expresión  basal  muy bajo,  siendo estimulado  por  citoquinas  pro-

inflamatorias, “shear stress”, hipoxia y otros estímulos de estrés en general. La iNOS 

puede expresarse entonces en casi todos los tipos celulares, donde cumple diferentes 

funciones  (Fig.  6).  Por  ejemplo,  participa  en  la  defensa  oxidativa  contra 

Figura 5.  Participación de la eNOS en la vaso- relajación inducida por acetilcolina 

(Ach). La activación de receptores endoteliales lleva al aumento de calcio 

intracelular a través de la activación de proteínas G y fosfolipasa C (no graficadas). 

El calcio activa a la eNOS, y el NO difunde hasta la célula muscular lisa subyacente 

donde activa a la guanilato ciclasa para producir la relajación de las miofibrillas.
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microorganismos  en  macrófagos,  permite  el  mejor  aprovechamiento  del  O2  en 

situaciones de hipoxia, y permite una mayor vaso- dilatación, aumentando el flujo de 

sangre a los tejidos durante el “shear stress”. Sin embargo, su participación en procesos 

patológicos  también  ha  sido  ampliamente  documentada,  como  mediador  de  la 

disfunción celular en situaciones tan diversas como el “distress” respiratorio del adulto, 

el shock séptico, la diabetes auto- inmune, y la esclerosis lateral amiotrófica, entre otros.

El NO generado por la iNOS ha demostrado tener efectos beneficiosos, entre 

ellos,  antivirales,  antimicrobianos,  antiparasitarios,  antitumorales  e  inmuno- 

modulatorios.  Sin embargo,  la  inducción aberrante  de iNOS en el  lugar  y momento 

inadecuados,  tiene  consecuencias  desastrosas,  y  parece  estar  involucrado  en  la 

patofisiología  de  varias  enfermedades  humanas.  iNOS es  principalmente  regulada  a 

nivel  de  expresión  de  la  proteína,  por  mecanismos  transcripcionales  y  post- 

traduccionales.  Su  expresión  puede  ser  inducida  por  agentes  como  lipopolisacárido 

bacteriano,  citoquinas  y otros factores.  Se ha demostrado que el  promotor  de iNOS 

responde a los factores de transcripción NFκB y STAT- 1, aumentando su expresión 

(Revisado en Kleinert et al, 2005).  

Figura 6.  Participación del NO en la defensa inmunológica primaria. La iNOS es 

sintetizada en presencia de lipopolisacáridos y citoquinas pro- inflamatorias. 

Además, el neutrófilo expresa constitutivamente nNOS, la cual participa en el 

estallido respiratorio en respuesta a formil- péptidos bacterianos (fMLP). La 

activación simultánea de NOS y NADPH oxidasa conduce a la formación  de 
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Óxido nítrico sintasa mitocondrial

La existencia  de una NOS mitocondrial  (mtNOS) ha sido demostrada en una 

variedad de sistemas biológicos y mediante diferentes acercamientos experimentales. La 

producción  de  óxido  nítrico  en  la  mitocondria  fue  demostrado  de  forma  directa 

(conversión de L- arginina a L- citrulina; método radioactivo) e indirecta (generación de 

NO, evaluado  por  resonancia  electrónica  paramagnética  por  atrapamiento  de  spin  u 

oxidación de oxihemoglobina dependiente  de NO). La expresión y actividad de una 

mtNOS constitutiva fueron demostradas por primera vez en mitocondrias de hígado de 

rata (Giulivi  et al,  1998; Ghafourifar  y Ritcher,  1997). Ghafourifar y Ritcher (1997) 

siguieron  la  producción  de  NO  por  oxidación  de  oxihemoglobina,  y  observaron 

producción  de  NO  tanto  en  mitocondrias  intactas  como  en  mitoplastos  (membrana 

mitocondrial  interna  que  encierra  matriz).  Asimismo,  vieron  que  las  partículas  sub- 

mitocondriales  (la  membrana  interna  inside-  out),  pero  no  la  matriz  mitocondrial, 

producían NO y eran sensibles a los inhibidores de las NOS convencionales, indicando 

que  la  mtNOS  estaría  asociada  con  la  cara  matricial  de  la  membrana  interna 

mitocondrial; y que produciría NO enzimáticamente. Otros laboratorios demostraron la 

existencia de la mtNOS en fracciones mitocondriales menos purificadas o en células 

aisladas, utilizando diferentes métodos como la colocalización de la producción de NO 

en la mitocondria, y la detección de NO con un electrodo específico, entre otros (Lopez- 

Figueroa et al, 2000; Kobzik et al, 1995, Kanai et al, 2001). 

Dado que las isoformas constitutivas de la NOS, nNOS y eNOS, dependen de 

calcio para la producción de NO (Bredt y Snyder, 1990; Mayer et al 1989 y 1990), era 

de esperar que  incrementos en el calcio mitocondrial se requiriesen para activar a la 

mtNOS.  De  acuerdo  con  esto,  Ghafourifar  y  Ritcher  (1997)  observaron  una 

estimulación  en  la  producción  de  NO  por  mtNOS  tras  el  agregado  de  Ca2+ a  la 

mitocondria, lo cual disminuía tanto el consumo de O2 mitocondrial como el potencial 

de membrana en la mitocondria (Δψ). Los autores propusieron que un aumento en la 

incorporación de calcio por las mitocondrias que respiran puede llevar a un incremento 

en la formación de peroxinitrito dentro de la mitocondria, lo cual a su vez deviene en la 

liberación de calcio (Shweizer y Ritcher, 1996) por la vía dependiente del nucleótido 

piridina  (Lötscher  et  al,  1979),  seguido  de  la  inactivación  de  la  mtNOS.  Estas 

observaciones  fueron  integradas  en  el  marco  de  un  feedback  negativo,  el  cual 



prevendría la sobrecarga de calcio, permitiendo su liberación y preservando por lo tanto 

el potencial de membrana (Ghafourifar y Ritcher, 1997).

A pesar que la existencia y las funciones mitocondriales de la mtNOS han sido 

confirmadas en muchos tejidos, órganos y células, aún se debate cual de las isoformas 

de las NOS clásicas sería la mtNOS. Siguiendo la producción de NO mitocondrial con 

electrodos para NO, se vio que ratones KO para nNOS no producían NO (Kanai et al, 

2001). Independientemente, Elfering et al (2002) llegaron a la conclusión que mtNOS 

correspondería  a  la  variante  α de  la  nNOS.  Brevemente,  purificaron  mtNOS  y  la 

separaron en electroforesis en 2D, seguida por digestión con tripsina o endoproteinasa 

V8 y analizaron los fragmentos por MALDIToF. Los resultados se correspondían con 

parte  de la secuencia  de nNOS. Como la nNOS murina tiene 5 isoformas (nNOSα, 

nNOS- 2, nNOSβ, nNOSγ, nNOSµ), se preguntaron entonces si mtNOS sería alguna de 

estas variantes o en cambio, un producto nuevo de splicing alternativo. Algunos de los 

fragmentos  de splicing  excluyeron  a  las  variantes  nNOSγ y  nNOS-  2.  Además,  las 

variantes nNOSγ y nNOSβ, parecían no corresponder por peso molecular. Esto  sugería 

que debía tratarse de la nNOSα o nNOSµ. Por RT- PCR sobre mensajeros de hígado de 

rata,  con  primers  generados  a  partir  de  los  fragmentos  obtenidos  por  MALDIToF, 

identificaron a la isoforma nNOSα. Según estos autores, los resultados de MALDI, el 

peso molecular  y el  punto isoeléctrico obtenidos para esta enzima,  indicarían que la 

mtNOS sería nNOS, excluyendo la posibilidad de un nuevo producto de splicing. Sin 

embargo, el peso molecular de la mtNOS es alrededor de 144- 147 kDa (Riobo et al, 

2002; Lores- Arnais  et al, 2004), mientras el  de la nNOS citosólica es de 157 kDa. 

Elfering  et  al (2002)  atribuyen  este  cambio  en  la  corrida  electroforética  a 

modificaciones post- traduccionales que ocurren en la enzima. Sin embargo, este hecho 

sumado  a  la  reactividad  cruzada  que  existe  en  la  detección  de  mtNOS  con  los 

anticuerpos  anti  nNOS y anti  iNOS, hace que aún no se haya  logrado un consenso 

acerca de la secuencia aminoacídica de la mtNOS. En nuestro laboratorio, detectamos 

por  microscopía  confocal,  utilizando  un  marcador  específico  de  la  mitocondria,  el 

MitoTracker Red 580, y un anticuerpo anti nNOS, la co- localización de nNOS en la 

mitocondria, pero no la de iNOS (Fig. 7) (Galli et al, datos no publicados). Asimismo, 

Carreras  et al vieron que en condiciones de sepsis, la isoforma inducible de la NOS 

también es capaz de translocar a la mitocondria (datos no publicados).



Regulación de la mtNOS

Como mencionamos anteriormente, el NO interactúa de manera específica con 

diferentes componentes en la mitocondria; así puede competir con O2 por la citocromo 

oxidasa y por lo tanto inhibir la respiración. Asimismo, el NO puede reaccionar con O2
- 

y formar ONOO-, el cual activa PKC, abre el canal de K+ dependiente de ATP, y se 

inicia la liberación de citocromo c. Por esto, la producción de NO mitocondrial es una 

herramienta poderosa de control de la función mitocondrial, y es de esperar entonces 

que la actividad de la mtNOS sea modulable. En este contexto, en nuestro laboratorio 

hemos visto la modulación de la mtNOS 1) por hormonas (Carreras et al, 2001; Franco 

et al, en prensa), 2) en respuesta a la aclimatación al frío (Peralta  et al, 2003), y 3) 

durante el desarrollo embrionario en hígado (Carreras et al, 2004) y cerebro (Riobo et  

Figura  7. Co-  localización  de  nNOS en  mitocondrias  de  células  NIH.  Las 

células  en  cultivo  se  marcaron  con  un  fluorocromo  específico  para 

mitocondrias,  el  MitoTracker  Red  580  (panel  central),  y  luego  se  fijaron, 

permeabilizaron  y  se  marcaron  específicamente  con  un  anticuerpo  anti- 

nNOS (panel izq.), y se observaron en microscopio confocal. A la derecha se 

muestra  la  co-  localización  de  nNOS  en  mitocondrias.  Dos  fotos 

representativas. Barra: 10 µm.



al,  2002)  de  ratas.  Carreras  y col. (2001)  y  Franco,  demostraron  que  en  el 

hipotiroidismo, adquirido por diferentes métodos experimentales, hay un aumento en la 

expresión y actividad de la mtNOS, que se revierte con el agregado de la hormona T3. 

En particular,  Franco y col. (en prensa)  vieron que la  falta  de T3 se traduce en un 

aumento del 100% en la expresión del mensajero y de la proteína nNOS, y que la mayor 

parte  de  nNOS translocaba  a  la  mitocondria.  Este  aumento  de  la  actividad  mtNOS 

deviene en una disminución en el consumo de oxígeno mitocondrial, característico del 

hipotiroidismo. Peralta y col. (2003), vieron por su parte la respuesta de la mtNOS en la 

aclimatación la frío. Durante la aclimatación, observaron dos períodos bien delimitados: 

inicialmente las ratas perdían peso y aumentaban el consumo de O2; posteriormente se 

regulaba la perdida de peso, había deposición lipídica y disminuía el consumo de O2. En 

este  contexto,  mtNOS  se  vio  disminuida  en  el  período  inicial,  y  aumentaba  en  el 

segundo período, consecuente con la disminución en el consumo de O2, y el aumento de 

la masa lipídica hacia el final de la aclimatación. Finalmente, Carreras y col. (2004) y 

Riobo  y col. (2002),  observaron  que  durante  el  desarrollo  embrionario,  había  un 

progresivo  aumento  en  la  expresión  de  mtNOS  en  hígado  y  cerebro  de  ratas  en 

desarrollo,  respectivamente.  mtNOS  era  prácticamente  indetectable  en  los  primeros 

estadios  del  desarrollo  embrionario,  y  aumentaba  paulatinamente  hasta  adquirir  la 

máxima expresión en el estado adulto. El aumento de mtNOS deviene en un aumento de 

NO mitocondrial, y consecuentemente un aumento del H2O2. Este aumento en el H2O2 

ocasionaría el arresto de las células en el estado adulto, quiescente, mientras que bajo 

H2O2 durante el desarrollo embrionario, sería el promotor de la activa división celular en 

estos tejidos. 

Modificaciones post- traduccionales de la mtNOS

La mtNOS se encontró unida fuertemente a la membrana interna mitocondrial. 

Se llevaron a cabo entonces estudios para demostrar una posible acilación de la enzima, 

y se vio que ésta tenía unido un ácido mirístico a través de una unión oxi o tio- éster. El 

ácido mirístico se uniría probablemente en forma posterior a la transcripción, en una 

reacción reversible, catalizada por acil- transferasas. El patrón de acilación de la mtNOS 

es  diferente  al  que  presenta  la  eNOS,  en  la  cual  se  observa  una  miristoilación  o 

palmitoilación sobre los residuos cisteína, hacia el extremo N- terminal. No hay datos 



de acilación sobre las otras isoformas de la NOS (nNOS e iNOS), y este fenómeno se 

condice  probablemente  con  la  localización  de  estas  últimas  en  la  fracción  soluble 

(Haynes et al, 2004). La ocurrencia de uniones de lípidos sobre la mtNOS, indicaría un 

rol  modulatorio  alternativo,  basado  en  la  acilación-  desacilación  de  la  enzima.  La 

función exacta de la miristoilación de mtNOS aún se desconoce, pero se especula que la 

unión de mtNOS a membrana a través del grupo lipídico sería ventajosa, puesto que el 

NO  sería  producido  cerca  de  su  lugar  de  acción,  minimizando  las  reacciones 

secundarias, y aumentaría la vida media de este radical, puesto que estaría protegido de 

las reacciones rápidas que lo consumen en solución acuosa (Haynes et al, 2004). 

Asimismo, estudios en el laboratorio de la Dra. Giulivi,  indican que la mtNOS 

estaría fosforilada en un fragmento entre los aminoácidos 1408 y 1421 (Elfering et al, 

2002). Se han reportado estudios de fosforilación sobre las otras isoformas de las NOS. 

En particular, la fosforilación de eNOS en la Ser 1177 humana o 1179 bovina, presentan 

un rol modulatorio sobre esta enzima. Estas serinas son homólogas a la Ser 1413 de la 

nNOS de ratón, lo que sugiere que ésta sería la Ser fosforilada en la mtNOS. Una vez 

más, esta modificación podría tener un rol en la regulación de la actividad de la mtNOS. 

Haynes y col. (2004) piensan que esta modificación podría aumentar la actividad de la 

mtNOS,  del  mismo  modo  que  sucede  con  la  eNOS.  En  este  contexto,  en  nuestro 

laboratorio, Antico Arciuch y Finocchietto, en trabajos independientes, demuestran un 

aumento en la actividad de la mtNOS que correlaciona con un aumento de la forma 

activada de Akt en la mitocondria. Este aumento en la actividad de mtNOS puede ser 

revertido con los inhibidores de Akt, lo que sugiere que Akt es capaz de fosforilar a 

mtNOS, y que esta fosforilación sería la causa del aumento en la actividad de la enzima 

(datos no publicados).  



La mitocondria
La mitocondria



La mitocondria es la organela en la cual se produce el proceso de fosforilación 

oxidativa, a través del cual se provee energía para el metabolismo celular. Esta organela 

esta presente en todas las células eucariotas. La mitocondria está compuesta por dos 

membranas,  una interna y otra externa,  que encierran  una densa matriz  que incluye 

enzimas  que  median  el  metabolismo  mencionado,  así  como  otras  reacciones  de  la 

célula, y múltiples copias de un genoma que codifica para unas pocas proteínas de la 

membrana  interna  y  los  RNA  de  transferencia  que  van  a  ser  utilizados  para  su 

traducción.  Los  varios  cientos  de  otras  proteínas  presentes  en  la  mitocondria  son 

codificados por el DNA nuclear, y son sintetizados e importados, desde el citosol hacia 

la  mitocondria.  El  mecanismo  fundamental  de  transducción  de  energía  en  la 

mitocondria es la quimio- osmosis (Mitchell,  1979), en el cual la energía libre de la 

oxidación de los ácidos carboxílicos es usada para bombear protones fuera de la matriz, 

estableciendo un gradiente  electro-  químico.  La ATP sintasa acopla el  transporte de 

estos protones a favor de su gradiente a través de la membrana interna, y hacia la matriz, 

con la fosforilación de ADP para producir ATP. El entendimiento básico de la función 

mitocondrial se ha incrementado enormemente en los últimos años, debido a avances en 

el  conocimiento de la estructura de la  mitocondria,  con metodologías  cada vez más 

resolutivas (Frey y Mannella, 2000). Así, la imagen tradicional de los libros de texto 

que muestran a la mitocondria como una colección de organelas oblongas de tamaño 

similar  con  crestas  que  se  extienden  hacia  el  interior  de  la  matriz,  ha  quedado 

invalidado. Ahora se comprende a la mitocondria como una red dinámica en constante 

fusión y fisión, formando un complejo retículo que interactúa con otros componentes 

celulares, en particular el citoesqueleto y el retículo endoplásmico (Rizzuto et al, 1998; 

Rutter y Rizzutto,  2000; Mannella, 2000). En los próximos párrafos se describirá en 

mayor detalle la estructura mitocondrial, así como el proceso de fosforilación oxidativa, 

y el rol de la organela en la regulación de la progresión del ciclo celular.

Estructura de la mitocondria



 Sjöstrand y Palade encabezaron los trabajos pioneros acerca de la ultraestructura 

de  la  mitocondria.  Ambos  reconocieron  dos  membranas  en  la  organela,  pero  sus 

interpretaciones llevaron a modelos diferentes. Sjöstrand (1956) definía a la mitocondria 

como un compartimiento encerrado por dos membranas, en cuyo interior se extendían 

prolongaciones  como  septos  que  separaban  a  la  matriz  en  varios  compartimentos. 

Palade  (1952)  también  observó  que  desde  la  membrana  interna  se  extendían 

prolongaciones  a  las  que  llamó crestas  mitocondriales,  pero  en  su modelo,  no  eran 

septos, sino de forma irregular. El modelo de Palade evolucionó en lo que luego sería la 

imagen corriente en los libros de texto acerca de la mitocondria, en la cual la membrana 

interna  es  una  superficie  continua  y  compleja  de  la  cual  se  extienden  las  crestas 

mitocondriales hacia la matriz, de manera irregular y confusa, casi de un lado a otro 

(Fig. 8).

Posteriormente,  Hackenbrock  (1966)  demostró  que  la  membrana  interna  se 

fusiona con la externa en puntos determinados, llamados sitios de contacto. 

Figura 8.  Estructura mitocondrial, basada en el modelo de Palade. Tomada de 

Lodish et al, 1999.



Con el advenimiento de tomografía por microscopía electrónica,  se mostró por 

primera vez que el modelo tradicional era en realidad erróneo, ya que las imágenes en 

3D  mostraban  de  manera  clara  que  las  crestas  mitocondriales  no  eran  estructuras 

confusas que se abrían en la matriz, sino mas bien tenían una naturaleza tubular (Fig. 

9A), y se conectaban entre sí, y con la membrana interna. 

Luego de aplicar esta tecnología a mitocondrias de varios tejidos, y con la ayuda 

de programas que reconstruyen imágenes en 3D, se llegó al modelo definitivo de la 

mitocondria  (Fig.  10):  en  este  modelo,  la  membrana  interna  y  las  crestas  son  una 

superficie continua en la cual las crestas se unen a la membrana interna, y entre sí, a 

través de una estructura tubular que llamaron “junciones de las crestas”. Las crestas en 

su mayoría  son tubulares,  aunque puede haber algunas aplanadas.  En algunos casos, 

Figura 9.  Tomografía de una 

mitocondria aislada de rata. 

A) imagen 3D: C, crestas; OM, 

membrana externa; IM, 

membrana interna. Se observa 

que las crestas son cisternas 

saculares que se pueden unir 

entre ellas ( ) y con la IM (Δ). ▲

B) región de 5 nm del mismo 

tomograma que muestra 

numerosos sitios de contacto 

entre la IM y la OM. La flecha 

señala un puente entre la OM 

y una vesícula de posible 

retículo endoplásmico.

 Tomada de Frey y Manella, 

2000. Barra 0.4 µm.



como las mitocondrias del sistema nervioso, las crestas pueden ser tan aplanadas que 

forman “láminas” (lamelae). En la figura 10 B se muestran 4 morfologías diferentes de 

crestas, mostradas en amarillo,  verde, rojo o gris, dependiendo de cuantas crestas se 

fusionen para formarlas.

  

A  pesar  de  las  diferencias  en  la  morfologías  o  arreglos  de  las  crestas,  las 

mitocondrias de los diferentes tejidos presentan características estructurales uniformes: 

los diámetros de las junciones de las crestas son de 28 nm, y la distancia promedio entre 

membranas es de 20 nm, y 14 nm en los sitios de unión entre ambas (Fig. 11). 

Figura 10. Modelos generados por programas de computación a partir de 

tomogramas de mitocondria de cerebelo de pollo. A) se muestra el modelo entero, 

con las crestas en amarillo, la IM en celeste y la OM en azul. B) OM, IM, y 4 

diferentes tipos de crestas representativas de las diferentes morfologías posibles, 

mostradas en diferentes colores (amarillo, verde, rojo, y gris). Se pueden ver videos 

de estos modelos en http://www.sci..sdsu.edu/Tfrey/MitoMovie.htm.

Figura 11. Sección simple de tomograma en 3D usada para regenerar el modelo de 

la figura 10. Se resaltan varias características morfológicas, que se muestran como 

detalles con mayor aumento de la figura principal (centro), junto con los parámetros 

determinados como promedio del tomograma completo. Tomada de Frey y 

Mannella (2000).



En contraste con el modelo estándar de mitocondria, los modelos provistos por 

reconstrucción  de  imagen,  sugieren  que  la  difusión  lateral  en  los  compartimentos 

internos  de  la  mitocondria  estaría  severamente  restringida,  y  esto  tendría  serias 

implicancias funcionales, dado que la fosforilación oxidativa depende del rápido flujo 

de iones y proteínas desde y hacia sitios de reacción y/ o transporte. En este contexto, el 

número y tamaño de las crestas podría regular la síntesis de ATP. De la misma manera, 

el volumen y la forma de las crestas, podría afectar la difusión del citocromo  c, así 

como  la  fracción  del  mismo  unido  a  membrana.  Por  lo  tanto,  la  morfología  de  la 

membrana interna podría regular la velocidad de las reacciones redox que involucran al 

citocromo  c,  y  la  accesibilidad  de  dicha  molécula  a  la  membrana  externa  (Frey  y 

Mannella, 2000), y por ende afectar al signaling celular. 



Asimismo, y como se mencionó en el párrafo introductorio, ya no se entiende a 

la  mitocondria  como una  subpoblación  discreta  de  organelas,  sino que  están unidas 

entre  sí,  conformando  una  especie  de retículo.  Este  retículo  mitocondrial  puede  ser 

visualizado con marcadores fluorescentes, y presenta ventajas en cuanto al metabolismo 

de tejidos aeróbicos como por ejemplo el músculo. Si el retículo opera como un cable, 

eventos electrogénicos que ocurren en un lugar de la célula,  pueden ser rápidamente 

transmitidos de un lugar a otro, a través de esta red (Bakeeva  et al, 1978; Diaz  et al, 

2000) (Fig. 12).

Figura 12. En la mayoría de la células, la mitocondria existe como una colección de 

organelas interconectadas. Este retículo puede ser observado con marcadores 

fluorescentes como la tetrametil- rodamina- metil- éster (TMRM), que se acumula en 

la mitocondria en relación al potencial de membrana. A) eritrocitos, B) cargados con 

TMRM. C, D) mioblastos de ratón y E) miotubos, transfectados con la proteína 

fluorescente verde (GFP) fusionada a otra proteína dirigida a la mitocondria por 

una secuencia codificada por el gen nuclear de la COX (Moyes y Hood, 2003).



La fosforilación oxidativa



La fosforilación oxidativa (OXPHOS) es el corazón del metabolismo energético 

en animales, plantas y en la mayoría, sino en todas, las formas de vida microbianas. Se 

define como la oxidación de moléculas por oxígeno, y la consecuente transformación de 

esta energía en ATP. Está compuesta por un sistema de moléculas, que en animales y 

plantas se halla embebido en la bicapa lipídica de la membrana interna mitocondrial, y 

consiste en aceptores de electrones, coenzima Q, citocromo  c, y cinco complejos con 

múltiples subunidades (Complejos I- V). Comprende acerca de 70 productos de genes 

codificados por el genoma nuclear, y 13 productos del genoma mitocondrial (van de 

Heuvel y Smeitink, 2001).

Entonces,  la generación de energía en la mitocondria ocurre principalmente a 

través de la OXPHOS, en un proceso en el cual los electrones son transportados a lo 

largo de una serie de proteínas que se conocen conjuntamente con el nombre de cadena 

de  transporte  de  electrones.  Estos  electrones  son  generados  a  partir  del  NADH  y 

FADH2,  los  cuales  se  producen  a  su  vez  por  la  oxidación  de  nutrientes,  y  son 

transferidos  en  última  instancia  al  oxígeno  molecular.  La  cadena  de  transporte  de 

electrones consiste en 4 complejos enzimáticos integrados por varias subunidades cada 

uno,  que  se  despliegan  en  la  membrana  interna  mitocondrial,  en  una  orientación 

específica (Fig. 13). El pasaje de electrones a través de estos complejos, libera energía 

que  es  almacenada  en forma de  un gradiente  de protones  a  través  de  la  membrana 

interna, el cual es luego utilizado para fabricar ATP a partir de ADP, por la ATP sintasa 

del quinto complejo de la cadena. El ATP sintetizado se exporta al citosol por la enzima 

translocadora de nucleótidos de adenina, en un intercambio por ADP citosólico (van de 

Heuvel y Smeitink, 2001).

 Exceptuando las proteínas del complejo II, que son codificadas enteramente por 

el DNA nuclear, las subunidades de los complejos I a V, son codificadas tanto por el 

DNA  nuclear  como  por  el  mitocondrial  (mtDNA).  El  mtDNA,  es  doble  cadena, 

circular, de 16 kbp, y codifica para 7 subunidades del complejo I, una subunidad del 

complejo III, 3 subunidades del complejo IV y dos subunidades del complejo V, además 

de codificar para 22 tRNAs y 2 rRNAs (Zeviani et al, 1998). 

Figura 13.  Representación esquemática del sistema de fosforilación oxidativa 

mitocondrial. Los protones son bombeados desde la matriz hacia el espacio 

intermembrana (IMS) a través de los complejos I, III y IV. Luego estos fluyen a favor 

de su gradiente a través del complejo V (ATP sintasa) con la consecuente 

producción de ATP. Tomada de van de Heuvel y Smeitink (2001).



 

El complejo I o NADH- ubiquinona óxido- reductasa, tiene como función la des-

hidrogenación  del  NADH  y  el  transporte  de  electrones  a  la  coenzima  Q.  Esta 

transferencia de electrones está acoplada al paso de protones a través de la membrana 

interna mitocondrial,  generando la fuerza protón motriz requerida para la síntesis  de 

ATP.  El  complejo  I  en  humanos  consta  de  43  subunidades  proteicas  y  muchos 

cofactores no proteicos que incluyen flavinas mononucleótido, centros hierro- azufre y 

fosfolípidos,  entre  otros.  El  complejo  II  o  succinato-  ubiquinona  óxido-  reductasa, 

cataliza la oxidación de succinato a fumarato, proceso durante el cual los electrones del 

FADH2 son transportados hasta la ubiquinona. Este complejo no contribuye al gradiente 

de protones. Está compuesto por la enzima succinato deshidrogenasa, soluble, anclada a 

la membrana por dos subunidades menores, que llevan el citocromo b558 y el sitio de 

unión  a  ubiquinona.  El  complejo  III  o  ubiquinol-  citocromo  c óxido-  reductasa 



(citocromo  bc1) comprende 11 componentes, y cataliza la transferencia de electrones 

desde el ubiquinol al citocromo c, y la subsiguiente translocación de protones hacia el 

espacio  intermembrana.  El  complejo  IV  o  citocromo  c oxidasa,  forma  la  porción 

terminal  de la cadena de transporte de electrones,  y muestra  un patrón complejo de 

expresión  de  isoformas  enzimáticas,  incluso  específico  para  cada  tejido,  y  sujeto  a 

modulación  durante  el  desarrollo.  Cataliza  la  oxidación  del  oxígeno  molecular, 

formando  H2O. Funciona  como  dímero  y  esta  compuesto  por  13  subunidades  cada 

monómero.  Se  ha  propuesto  que  la  diversidad  de  subunidades  observada  sería 

responsable de la regulación tejido específica de la eficiencia en la formación de energía 

en mitocondrias de músculo y corazón, y podría tener un rol en el mantenimiento de la 

temperatura  corporal  en reposo (Frank y Kadenbach,  1996).  El  complejo  V o ATP 

sintasa cataliza la reacción de formación de ATP a partir de ADP y fósforo inorgánico, 

utilizando la energía provista por el gradiente de protones. El consenso actual es que la 

translocación de tres protones promueven la síntesis de una molécula de ATP, a pesar 

que algunas veces se afirma que con solo dos protones es suficiente (Brand, 1994). El 

complejo  V contiene  dos  partes  (Fig.  14):  la  fracción  F0 de  160 kDa,  se  encuentra 

embebida en la membrana interna mitocondrial, y está constituida por subunidades δ, ε 

y γ; la fracción F1 de 370 kDa, está en la matriz y se conecta a la F0 por un puente corto, 

posee subunidades α y β y tiene el sitio activo con función ATPásica o de ATP sintasa, 

de acuerdo a la relación ATP: ADP. La F0 sirve como canal conductor de protones.  El 

cambio conformacional en F0 que ocurre durante el paso de protones por el canal, se 

transfiere a la F1 a través del puente, y ocurre entonces la reacción de formación de ATP 

(van de Heuvel y Smeitink, 2001). 

ADP + PiATP

H+

F1

Membrana
interna

H+H+ H+

H+

F0

ATP
sintasa

Matriz

Espacio
intermembrana

Figura 14.  Estructura de la ATP 

sintasa y localización en la 

membrana mitocondrial interna: 

utiliza la energía potencial generada 

durante el transporte de electrones 

para la síntesis de ATP.



Para que la energía sea eficientemente utilizada, los protones deben regresar a la 

matriz  a  través  de  la  ATP sintasa.  Si  esto  ocurre,  se  dice  que  la  mitocondria  está 

acoplada. En efecto, la eficiencia de la OXPHOS se define como la relación entre la 

cantidad de fósforo inorgánico incorporado a ATP por mol de oxígeno consumidos (P/ 

O). Los procesos que llevan a una disminución en P/ O, debidos en su mayoría a la falta 

o  disminución  en el  gradiente  de protones  generado por  la  cadena de transporte  de 

electrones,  lleva  a  un  desperdicio  de  energía  redox  y  a  un  incremento  de  la 

termogénesis,  sin  formación  de  ATP.  Se  dice  que  la  mitocondria  está  desacoplada. 

Muchos compuestos pueden disipar el gradiente de protones a través de la membrana 

interna  y por  lo  tanto disminuir  P/ O. Estos  incluyen,  a) los  clásicos  desacoplantes 

químicos de la OXPHOS (Heytler, 1980; Terada, 1990) como el 2, 4- dinitrofenol y la 

tri-  fluoro-  metoxi-  fenilhidrazona-  carbamil-  cianuro (FCCP),  los cuales son ácidos 

débiles lipofílicos, que se protonan en el espacio intermembrana y atraviesan libremente 

la membrana interna, liberando los protones en la matriz; b) los ácidos grasos (Köhnke 

et al, 1993); c) la pérdida inespecífica de protones (proton leak) (Terada, 1990); y d) las 

proteínas desacoplantes del tejido adiposo pardo (UCPs) (Rolfe et al, 1997; Nicholls y 

Loke, 1984; Cannon y Nedergaard, 1992). Asimismo, la ATP sintasa puede ser inhibida 

farmacológicamente a distintos niveles: el sitio activo es bloqueado por la oligomicina, 

y el canal de protones por la valinomicina (Stryer, 1988).

La cadena respiratoria puede ser inhibida en distintos segmentos (Rickwood et  

al., 1987) (Fig. 15). El complejo I es sensible a rotenona y a la toxina parkinsoniana 

metilfenilpiridina (MPP+).  El  complejo II  es sensible  al  ácido 3- nitropropiónico.  El 



complejo  III  es  bloqueado  entre  los  citocromos  b558 y  b564 por  la  antimicina  A.  La 

inhibición de este sitio hace que se acumule el radical semiquinona, lo cual aumenta 

notablemente la velocidad de producción de anión superóxido al auto- oxidarse este 

último a ubiquinol (Boveris et al, 1975). También puede bloquearse la transferencia de 

electrones entre los citocromos  b y  c1 con mixotiazol, sin la consecuente estimulación 

de la producción de radicales libres. El complejo IV se inhibe, a nivel del grupo hemo, 

por  cianuro,  azida  y NO, todos  inhibidores  competitivos  del  O2,  pero con diferente 

afinidad por la enzima.

Inhibidores de las enzimas de la cadena respiratoria.  

 

Efectos del óxido nítrico sobre la mitocondria

Figura 15.  Estructura esquemática de los complejos que componen la cadena 

respiratoria. Las flechas punteadas indican el camino seguido por los electrones. En 

la parte superior se mencionan los inhibidores más caracterizados de cada eslabón.
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El  NO  actúa  sobre  varios  sitios  de  la  cadena  de  transporte  de  electrones, 

teniendo el efecto más importante sobre la citocromo oxidasa. El NO es un inhibidor 

con alta afinidad por el complejo IV (IC50 = 0.1 µM), que compite con el O2 por el sitio 

de unión a la enzima, el centro B- Cu2+ y el ferricitocromo a3
  (Torres et al, 1995). La 

inactivación es reversible y dependiente de la dosis (Tabla 3) (Fig. 16) (Cleeter  et al, 

1994; Poderoso  et al, 1996). Este efecto del NO se alcanza en concentraciones bajas 

fisiológicas (50- 100 nM NO inhiben el 50% de la actividad de la citocromo oxidasa). 

Asimismo,  al  ser  el  NO  un  inhibidor  competitivo  del  O2,  el  efecto  del  NO  es 

dependiente  de  la  concentración  de este  último:  cuando disminuye  pO2,  aumenta  el 

efecto del NO, y disminuye así el consumo de oxígeno. Cuando la relación O2: NO es 

1:150, el consumo de oxígeno se reduce al 50 % del máximo (Poderoso et al, 2000). 

Los complejos  succinato-  citocromo  c reductasa (complejo II-  III)  y NADH-

citocromo  c reductasa  (complejo  I-  III)  realizan  el  pasaje  de  electrones  a  través  de 

citocromos  b,  ubiquinol  y  centros  hierro-  azufre.  En  presencia  de  NO,  ambas 

actividades se inhiben, de forma reversible, lo cual sugiere que el sitio de inhibición está 

sobre esta región en común (Tabla 1). De hecho, el sitio de unión se localiza en los 

citocromos bc1. La inhibición en este sitio en la cadena respiratoria lleva a la producción 

de O2
- y su producto de dismutación,  H2O2 (Trumpower,  1990). Con lo cual,  el NO 

estimula la producción de ambas especies, con un ED50 = 0.3 µM, el mismo con el cual 

inhibe el citocromo bc1 (Tabla 2).  

Tratamiento Actividad de citocromo oxidasa

[k’ (min-1) mg proteína–1]
Control                           20 ± 1
50 nM NO 12 ± 1*
50 nM NO + succinato 15 ± 1
Id + antimicina A 18 ± 2
Id + 1 µM SOD 8 ± 1*
50 µM peroxinitrito 16 ± 3
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Figura 16.  Inhibición de la 

actividad de la citocromo oxidasa 

(complejo IV) por NO.

Tabla 1. Reversibilidad de la inhibición de la citocromo oxidasa por NO. * P < 0.05



La inhibición de la cadena respiratoria por NO estimula la producción de O2
-, el 

cual, al reaccionar con NO para formar peroxinitrito (ONOO-), restaura la respiración al 

desbloquear a la citocromo oxidasa (Tabla 2).

Control + 1.2 µM NO
Actividad enzimática
Citocromo oxidasa 19 ± 1 1 ± 0* (17± 1)
NADH-citocromo c reductasa 112 ± 6 41 ± 9*  (88± 5)
Succinato- citocromo c reductasa 199 ± 11 36 ± 8* (134± 5)
Producción de O2-
+ succinato ND 0.58 ± 0.01
Id + antimicina A 0.46 ± 0.07 0.55 ± 0.05
Producción de H2O2

+ succinato ND 0.20 ± 0.03
+ antimicina A 0.52 ± 0.06 0.45 ± 0.05

Tabla 2. Efecto del NO sobre los complejos de la cadena respiratoria. * P < 0.05, 
ND: no detectable



Posteriormente, se demostró que el mecanismo a través del cual el NO estimula 

la producción de radicales libres no sería solamente a través del bloqueo del citocromo 

bc1, sino a través de una reacción directa con el ubiquinol (Poderoso et al, 1999a). El 

ubiquinol  (coenzima  Q  oxidada)  participa  en  el  transporte  de  electrones  en  la 

mitocondria y actúa como pro o antioxidante, dependiendo del contexto. Los efectos 

antioxidantes  son ejercidos  por  el  ubiquinol,  mientras  que los pro-  oxidantes  por  el 

radical ubisemiquinona, el cual es un intermediario en la reacción de óxido- reducción 

del lípido,  y se oxida a ubiquinona generando O2
-.  Esta última vía es la fuente más 

importante de formación de O2
- en la mitocondria (Boveris et al, 1975 y Boveris et al, 

1976).

 La reacción entre el NO y el ubiquinol (k = 2 x 103 M-1 seg-1, Poderoso  et al, 

1999a), favorecida por el estado reducido de la cadena respiratoria en presencia de NO, 

lleva a la formación de la semiquinona y O2
-, y en consecuencia ONOO- [reacciones 8-

10]

UQH-  +  NO  →  UQ·  +  NO- [8]

    UQ·  +  O2  →  UQ  +  O2
-             [9]

     NO  +  O2
-  →  ONOO-            [10]

Dependiendo del tiempo y de la concentración de NO a la que se halla expuesta 

la mitocondria,  y la concentración de superóxido dismutasa (Mn- SOD) en la matriz 

mitocondrial,  se  favorece  la  formación  de  ONOO- o  de  H2O2.  Este  concepto  es 

importante cuando se pretende entender los efectos fisiológicos reguladores del NO y 

los efectos patológicos (Fig. 17).



De manera análoga a la reacción del NO con el ubiquinol, el ONOO- es capaz de 

abstraer  un  electrón  del  ubiquinol  para  generar  radicales  libres  del  oxígeno.  Las 

Figura 17. Efectos del NO sobre la cadena de transporte de electrones. Se observa la 

síntesis de NO por la mtNOS, y los efectos de esta molécula sobre los complejos IV y 

III, y su reacción con O
2
 para formar ONOO-.



evidencias experimentales sugieren que el radical NO2, producto de la descomposición 

del ONOO- es un iniciador de las mismas series de reacciones que el NO (Schöpfer et  

al, 2000). Sin embargo, es importante considerar que para que tenga lugar esta reacción, 

deben  alcanzarse  en  primer  lugar  altas  concentraciones  de  ONOO- en  estado 

estacionario.  Esto  implica  una  alta  producción  de  NO,  como  la  que  ocurre  tras  la 

inducción de la iNOS en condiciones patológicas, o una disminución en la actividad de 

la Mn- SOD. De esta manera,  una serie de reacciones centradas en los radicales del 

nitrógeno modula la producción de radicales libres del oxígeno por la mitocondria y la 

respiración celular (Fig. 18).

A muy bajas pO2, la utilización de NO por las mitocondrias se produciría por dos 

vías: una es la reducción del NO a NO- (nitroxilo) por la citocromo oxidasa, la cual es 

bloqueada  por cianuro  y azida  (Borutaité  et  al,  1996);  la  otra  vía  es a  través  de la 

reacción del NO con el ubiquinol. Ambas vías producen una lenta remoción del NO 

mediante su reacción con NO- con la obtención de nitritos y N2O (óxido de dinitrógeno, 

anestésico conocido como gas hilarante) como productos inertes finales (Fig. 19).

Figura 18.  Efectos del NO sobre la producción de H
2
O

2
 en partículas 

submitocondriales (●) suplementadas con succinato y concentraciones crecientes de 

NO. También se muestran la concentración de O
2
-  ( ) y ONOO▲ -  (○). Cuando la 

concentración de NO es baja, se ve favorecida la reacción de formación de H
2
O

2
, 

pero a medida que aumenta, se favorece la formación de ONOO-.

Figura 19. Vías de decaimiento del NO.



Por el contrario, en condiciones aeróbicas, la oxidación del NO a ONOO- parece 

ser la vía principal de utilización del NO en la mitocondria. En estas condiciones, las 

concentraciones relativas de todas las especies involucradas (NO, O2, UQ y Mn- SOD) 

determinan que se genere ONOO- o H2O2 (Poderoso et al, 1999b).

En  los  últimos  años  se  han  reportado  efectos  específicos  del  NO  sobre  el 

complejo I. Clementi y colaboradores (1998), observaron que el NO en concentración 

micromolar por períodos prolongados inhibe la respiración y la actividad del complejo 

I.  De  acuerdo  con  esto,  nuestro  grupo  ha  reportado  que  la  producción  de  ONOO- 

dependiente  de  NO  en  mitocondrias  de  hígado  y  corazón  induce  la  inhibición 

persistente de la actividad NADH- citocromo c reductasa., mientras que los complejos 

II y III no se ven afectados (Riobo et al, 2001). Asimismo, estudios recientes sugieren 

que  las  proteínas  mitocondriales  son  nitradas  y  des-  nitradas  en  la  mitocondria  en 

respiración activa (Aulak  et al, 2004), con lo cual, la nitración proteica, generalmente 

entendida como la acumulación de daños proteicos irreversibles, podría ser dinámica y 

reversible siendo fundamental para la regulación de las funciones celulares (Fig. 20).

Figura 20. Esquema representativo de proteínas mitocondriales unidas a membrana 

y matriciales, nitradas (●) o no (○), de acuerdo a la actividad de las diferentes 

enzimas, y a las interacciones entre las mismas proteínas. 



Mitocondrias y signaling

En los últimos años, se ha propuesto a la mitocondria como un sitio central de 

regulación de la progresión del ciclo celular, debido a la capacidad que tiene de regular 

diferencialmente el tráfico de factores pro y anti- apoptóticos, como por ejemplo las 

proteínas de la familia de Bcl- 2 (Liu et al, 1997; Kluck et al, 1997). Asimismo, se ha 

estudiado el rol mitocondrial en la apoptosis a través de la liberación de citocromo c. Se 

observó que cambios en el potencial de membrana de la organela, llevan a la apertura 

del  poro de transición  mitocondrial  (MPT),  que se  encuentra  en la  membrana,  y  la 

sucesiva liberación de citocromo c al citosol. Allí, esta enzima activa la caspasa 9, y ésta 

a su vez activa la caspasa 3 con la consecuente entrada de la célula en apoptosis (Cao et  

al,  2002;  Zhong  et  al,  2003).  Muchos  estudios  mencionan  un  rol  apoptótico  de  la 

mitocondria a través de la expresión de Bax, una proteína de la familia de Bcl- 2. Al 

respecto,  Fallulel-  Morel  y  colaboradores  (2004)  proponen  que  la  relación  entre  la 

expresión de Bax y Bcl- 2 modulan el potencial de membrana mitocondrial, y esto lleva 

a la liberación de citocromo c (Fig. 21). Estos autores vieron que en células de cerebelo, 

el tratamiento con C2- ceramida inducía la expresión de Bax, una disminución en el Δψ 

mitocondrial,  con la consecuente liberación de citocromo  c. Por el contrario, cuando 

trataban  con  el  polipéptido  activador  de  la  adenilato  ciclasa  (PACAP),  había  una 

inducción de Bcl- 2  y un aumento de Δψ, que protegía a las células de la entrada en 

apoptosis. También, este aumento en la expresión de Bcl- 2 estaba mediado por la vía 

de  MEK/  ERK,  ya  que  al  tratar  con  el  inhibidor  de  MEK se  inhibían  todos  estos 

fenómenos, y el rol protector contra la apoptosis se veía interrumpido. Por el contrario, 

los  efectos  de  la  ceramida  estaban  mediados  por  la  vía  de  JNK/  SAPK,  ya  que  al 

preincubar las células con un inhibidor de JNK, no se observaba aumento de Bax, ni 

alteraciones  en  el  potencial  de  membrana  mitocondrial,  y  la  célula  no  entraba  en 



apoptosis.  Con  este  mismo  lineamiento,  Ito  y  colaboradores  (2001)  estudiaron  la 

inducción de la apoptosis en células de leucemia mieloide en humanos (U- 937) por 12-

o- tetradecanoilforbol- 13- acetato (TPA), y vieron que también estaba mediado por la 

vía  de  JNK.  Estos  autores  demostraron  que  había  una  translocación  de  JNK  a  la 

mitocondria tras la inducción con TPA, que esta translocación estaba mediada por PKC, 

y que la entrada de JNK a la mitocondria inducía la liberación de citocromo  c y la 

consecuente entrada en apoptosis. La sobre- expresión de Bcl- XL, otra proteína de la 

familia de Bcl- 2, atenuaba la respuesta apoptótica del TPA. Otros estudios demuestran 

asimismo  la  presencia  de  todas  las  variantes  de  PKC  en  la  mitocondria: 

PKCα, δ, γ, ζ (Ruvolo et al, 1998; Majumder  et al, 2000) y ε (Baines et al, 2002). La 

actividad de PKC potencia la apertura del canal mitocondrial de potasio dependiente de 

ATP (KATP). Por estudios farmacológicos, se observó un rol del KATP en la protección 

contra el daño por isquemia (O` Rourke, 2000). Como PKC tiene un rol crucial como 

elemento regulador en el acondicionamiento isquémico y la protección del miocardio 

contra  el  daño  isquémico,  esto  sugería  que  la  mitocondria  en  sí,  tendría  un  rol 

importante en la protección del miocardio contra la isquemia, y asimismo, habría una 

conexión entre PKC y la mitocondria. Baines y colaboradores (2001) demostraron no 

solo la presencia de PKCε en la mitocondria, sino que la enzima estaba activa y formaba 

complejos dentro de la mitocondria con las MAPKs -ERK, JNK y p38- siendo capaz de 

activar  a  ERK  de  manera  directa,  y  a  p38  de  manera  indirecta.  Estos  autores,  no 

explicaron  cual  sería  la  funcionalidad  de  dichos  complejos  ensamblados  en  la 

mitocondria,  pero  pensaron  que  tendrían  un  rol  importante  en  la  regulación  de  la 

transducción  de  señales,  y  por  lo  tanto,  la  mitocondria  seria  un  lugar  central  en el 

signaling  celular.  En  nuestro  laboratorio,  Alonso  y  colaboradores  (2004)  también 

demostraron la presencia de ERK y MEK en mitocondrias  durante el  desarrollo  del 

cerebro  de la  rata.  En este  trabajo se mostró la  presencia  de ERK en la  membrana 

externa de la organela, así como una modulación de la expresión y tráfico a mitocondria 

de la kinasa durante el desarrollo. Si bien estos autores deducen que esta regulación en 

la expresión y el tráfico de ERK estaría finamente regulada durante el desarrollo, no 

definen un rol determinado de la kinasa en la mitocondria. Sin embargo, sugieren que 

dado que la concentración máxima de ATP está en las cercanías de la membrana externa 

de la mitocondria,  en el sitio de la ADP/ ATP translocasa, hipotetizan que la kinasa 



requeriría el pasaje por la mitocondria para fosforilarse y activarse, y luego seguir su 

paso hacia el núcleo de la célula. Otros autores demostraron la presencia de Akt en la 

mitocondria (Bijur y Jope, 2003), quienes no solo vieron que esta enzima era capaz de 

translocar  hacia  la  organela,  sino que tenía  sustratos dentro de la mitocondria,  entre 

ellos, la proteína GSK3β, y la subunidad β de la ATPasa. 

Figura 21.  Representación 

esquemática de los probables 

mecanismos de signaling 

involucrados en los efectos 

opuestos de la ceramida y 

PACAP en la apoptosis de la 

granulosa cerebelar.  Para 

explicación ver en el texto. 

Tomada de Falluel- Morel y 

colaboradores (2004)





        

MAPKs

Las proteínas kinasas activadas por mitógenos (MAPKs) constituyen una familia 

de proteínas ampliamente caracterizada, se expresan en todas las células de mamíferos, 

y  su  principal  función  es  transformar  las  señales  extracelulares  en  respuestas 

intracelulares, a través de cascadas secuenciales de fosforilación. Los efectos últimos de 

la activación de las MAPKs dependen de su habilidad para inducir la expresión de los 

genes apropiados, algunos de los cuales son responsables de la defensa celular, de la 

muerte  celular  programada,  de la  proliferación,  o  de la  diferenciación  celular,  entre 

otros.  Se han descripto y estudiado proteínas  homólogas  a las  MAPKs en cuanto a 

secuencia  y  función,  en  otras  células  eucariotas,  como  levaduras,  Drosophila y  el 

gusano nematode Caenorhabditis elegans.

Las MAPKs se han clasificado en al menos 6 familias, de las cuales 3 se han 

estudiado extensivamente; las kinasas reguladas por señales extracelulares (ERK), las 

kinasas del extremo N- terminal del factor de transcripción c- jun (JNK), y p38. ERK5, 

(también conocido como Big MAPK o BMK), y los recientemente identificados ERK7 

y ERK8, así  como también SAPK4, entre  otros, completan el  escenario de MAPKs 

hasta ahora identificadas (Fig. 22). A pesar que cada MAPK tiene características únicas, 

los mecanismos de activación y acción estudiados hasta hoy, comparten un número de 

cualidades similares. Cada familia de MAPK se compone de un módulo de tres kinasas 

que actúan secuencialmente y han sido conservadas evolutivamente: una MAPK, una 

MAPK kinasa (MAPKK) y una kinasa de MAPKK (MAPKKK). Las MAPKKKs son, 

serina/  treonina  kinasas,  que  se  activan  por  fosforilación,  en  muchos  casos  como 

resultado de la interacción con una pequeña proteína que une GTP, de la familia Ras o 

Rho (ver Takai et al, 2001 para revisión de proteínas que unen GTP), en respuesta a una 

señal extracelular. Tras la activación,  MAPKKK fosforila y activa a MAPKK, la cual 

luego  activa  a  MAPK a  través  de  la  fosforilación  dual  en  los  residuos  treonina  y 

MAPKs       



tirosina. Una vez activadas, las MAPKs fosforilan y activan un número de sustratos en 

residuos serina o treonina seguidos por una prolina. Sin embargo, la especificidad es un 

fenómeno  usual  más  que  casual,  y  se  da  por  dominios  de  interacción  específicos 

localizados tanto en los sustratos como en las kinasas. Esta especificidad es conferida 

asimismo, a través de la interacción con proteínas andamio, que organizan los caminos 

de señalización uniendo en simultáneo varios de los componentes (revisado en Roux y 

Blenis,  2004; Zarubin y Han, 2005; Liu y Lin,  2005; Arbabi y Maier,  2002; Davis, 

2000; Kolch et al, 2005).  

Las tres familias clásicas de MAPKs (ERK1/ 2, JNK1/ 2 y p38) son activadas 

por fosforilación dual en residuos treonina y tirosina adyacentes separados por un único 

aminoácido. En las ERKs, el aminoácido intermedio es glutamato (Thr- Glu- Tyr), para 

la familia de p38 es glicina (Thr- Gly- Tyr), mientras que para JNK es prolina (Thr- 

Pro-  Tyr)  (Fig.  23).  La  activación  de  las  MAPKs es  el  último  paso  en  la  cascada 

intracelular de fosforilación (Revisado en Arbabi y Maier, 2002; Davis, 2000). 

Figura 22. Familias de MAPKs. Se muestran en recuadros separados las tres familias 

más estudiadas, y en otro, algunas de las proteínas que se han encontrado 

recientemente (Tomado de O. Coso, comunicación oral). 



El amplio rango de funciones de las MAPKs es el resultado de la fosforilación y 

activación  de  un  número  de  sustratos,  que  incluyen  fosfolipasas,  factores  de 

transcripción,  proteínas  del  citoesqueleto  y  muchas  proteínas  kinasas,  llamadas 

proteínas  kinasas  activadas  por  MAPKs  (MKs)  y  que  conforman  un  paso  más  de 

amplificación en la cascada. Estas proteínas comprenden a las kinasas ribosomales S6, 

Figura 23. Caminos de señalización de las MAPK, desencadenados por citoquinas y 

factores de crecimiento. Se muestran los módulos de activación de las tres 

subfamilias de MAPKs -ERK, JNK y p38-, así como la fosforilación de los factores de 

transcripción sustratos de las mismas.



(RSKs),  a  las  kinasas  activadas  por  mitógenos  y  stress  (MSKs),  las  kinasas  que 

interactúan  con  MAPKs  (MNKs),  las  kinasas  activadas  por  MAPK  2,  3  y  5 

(MAPKAPK  2,  3  y  5)  (Fig.  24)  (Roux  y  Blenis,  2004).  La  falta  de  inhibidores 

específicos de las MKs ha hecho difícil la tarea de identificar los mecanismos de acción 

de estas enzimas, y distinguirlos de aquellos de las MAPKs propiamente dichas. 

Como se mencionó en párrafos anteriores, en general, para que se dispare una 

cascada de señalización un estímulo inicial es reconocido por una proteína o receptor en 

membrana plasmática, que se encuentra acoplado a una proteína G, y ésta fosforila y 

activa  a  la  MAPKKK.  El  mecanismo  de  acción  de  la  familia  de  ERK  es  el  más 

estudiado, y su bioquímica es simple. La activación de receptores de superficie lleva a la 

activación de una GTPasa que reside en la membrana, Ras, la cual a su vez recluta a la 

kinasa Raf (MAPKKK) desde el citosol hacia la membrana. Hay varios miembros de la 

familia de Raf; Raf- 1, B- Raf y A- Raf, C- Raf, que son activados por Ras con algunas 

Figura 24.  Cascadas de señalización que llevan a la activación de MKs. Los 

mitógenos y el stress llevan a la activación de ERK, JNK y p38, los cuales a su vez 

fosforilan y activan los 5 subgrupos de MKs conocidos hasta el momento.



diferencias  en el  requerimiento  de co-  factores  para  la  activación  y en  el  modo  de 

fosforilación.  Sin embargo, todas las isoenzimas de Raf fosforilan y activan a MEK 

(MAPKK), el cual a su vez fosforila y activa a ERK (MAPK) (Fig. 25) (Kolch  et al, 

2005).  El  mecanismo  de  acción  es  el  siguiente:  la  activación  de  receptores  de 

membrana,  lleva  a  la  fosforilación  y auto-  fosforilación  de los  residuos  tirosina  del 

receptor.  Estos  residuos  fosforilados,  constituyen  un  sitio  de  anclaje  para  proteínas 

adaptadoras, como por ejemplo Grb2, las cuales luego reclutan a otra proteína, llamada 

intercambiadora de nucleótidos de guanidina (GEP), siendo Son of Sevenless (SOS), la 

GEP más caracterizada. Se forma entonces un complejo receptor- proteína adaptadora- 

GEP.  SOS  interactúa  entonces  con  la  proteína  Ras  unida  a  la  membrana  del  lado 

citoplasmático y estimula el cambio de GDP por GTP. Esta conformación de la proteína 

G tiene mayor afinidad por Raf; lo recluta y lo activa. Ras tiene asimismo un dominio 

GTPasa  que  hidroliza  el  GTP  a  GDP,  otorgándole  nuevamente  su  conformación 

inactiva (Takai et al, 2001). El mecanismo exacto de fosforilación y activación de Ras 

aún no se conoce con certeza (Roux y Blenis, 2004). Es posible que la activación del 

módulo Raf/ MAPK fosforile a SOS y favorezca su disociación del complejo con Grb2, 

contribuyendo a la finalización de la  señal  mitogénica.  Los receptores  que no están 

asociados  directamente  a  tirosina  kinasas,  pueden activar  Ras  en  forma  indirecta,  a 

través de la activación de tirosina kinasas del tipo src o de receptores tirosina kinasas 

independientes de ligando (revisado en Takai et al, 2001). La amplificación a través de 

este  camino  de  signaling  es  tan  eficiente,  que  solamente  estimulando  el  5% de  las 

moléculas de Ras, es suficiente para la activación completa de ERK (Hallberg  et al, 

1994).

Figura 25.  Camino de activación de ERK1/ 2. La proteína Ras y otras proteínas 

involucradas en la activación de Ras se muestran en tonos de azul. Las kinasas se 

muestran en rojo, las proteínas inhibitorias en gris, y los factores de transcripción en 

turquesa. Las flechas verdes representan activación, las rojas con extremos planos 

representan inhibición. 



Para  la  activación  de JNK se han  descripto  dos  MAPKK; MKK4 y MKK7. 

Ambas kinasas son de fosforilación dual, pero difieren en su preferencia por el sitio de 

fosforilación, teniendo la primera mayor afinidad por el residuo Thr, mientras que la 

segunda lo es por el residuo Tyr, presentes en JNK. El significado biológico de esta 

diferencia  no es claro  aún (Liu  y Lin,  2005).  En cuanto a  la  activación  de p38,  se 

describieron dos principales MAPKK;  MKK3 y MKK6, y se propuso que estas kinasas 

regularían de forma diferente las diferentes variantes de splicing de p38 (Parker  et al, 

1998). También se ha demostrado que MKK4, la kinasa de JNK es capaz de activar a 

las variantes γ y α de p38 en ciertos tipos celulares (Jiang et al, 1997). 

Con respecto a las MAPKKK pertenecientes al módulo de JNK y p38, se han 

descripto diferentes proteínas, pero éstas no serían exclusivas; entre ellas MLK3, PAK, 

y  ASK1.  Las  proteínas  kinasas  del  grupo  MLK  comparten  dominios  estructurales 

similares,  incluyendo  los  dominios  SH3 y  Crib  que  interaccionan  con las  GTPasas 

Cdc42 y Rac (Brancho et al, 2005). De ellas,  MLK3 se expresa en prácticamente todos 

los tejidos, y es capaz de fosforilar a MKK7, y mediar entonces la activación de JNK 

(Brancho et al, 2005). Otros estudios realizados con RNAi contra MLK3 muestran que 

esta kinasa es capaz de activar también otras vías de MAPKs entre ellas la de ERK. 

PAK son proteínas kinasas activadas por p21, que se describieron originalmente como 

participantes en la remodelación del citoesqueleto.  Actúan río abajo de las proteínas 

GTPasas de la familia Rho. También contienen un dominio de unión a Cdc42 y Rac. 

Mucho es lo que se puede decir acerca de esta familia de kinasas, pero excede el alcance 

de esta tesis; se puede revisar en Hoffmann et al, 2004. Simplemente mencionar que en 

células  de  mamífero  se  demostró  que  PAK activa  la  vía  de  MEK/  ERK actuando 

directamente sobre estos sustratos, y que también ejerce su efecto sobre JNK y p38, 

pero sus efectos sobre estas kinasas serían modestos en casi todos los tipos celulares 

(Frost et al, 1997; King et al, 1998). La kinasa que regula la señal de apoptosis, ASK1/ 

MKKK5, es una enzima que se expresa en casi todos los tejidos y es capaz de activar las 

vías de p38 y JNK a través de la fosforilación específica de sus MAPKKs (MKK4/ 7 



para JNK; MKK3/ 6 para p38) (Sumbayev y Yasinka, 2005). Esta enzima estaría unida 

a la Tiorreduxina, enzima que tras la oxidación se desprendería de ASK1 permitiéndole 

activarse y activar a las MAPKK (Sumbayev y Yasinka, 2005). Este sería entonces un 

camino potencial, por el cual los ROS conducirían a la activación de las vías de JNK y 

p38.

ERK

ERK 1 y ERK 2 fueron las primeras MAPKs reconocidas. Presentan entre sí un 

83% de homología en la secuencia aminoacídica,  y se expresan en todos los tejidos 

(Chen et al, 2001). Tras la estimulación, una proporción significativa de la población de 

ERK se acumula en el núcleo (Chen et al, 1992; González et al, 1993; Lenormand et al, 

1993). La localización nuclear de ERK es necesaria para que esta molécula ejerza su 

efecto; en un experimento elegante, Brunet y colaboradores (1999) observaron que al 

impedir la entrada de ERK al núcleo a través de la sobre- expresión de una fosfatasa 

citoplasmática  específica  (MKP3)  inactiva,  no  se  iniciaba  la  transcripción  de  genes 

específicos, y las células no replicaban el DNA en respuesta a factores de crecimiento. 

Esto se debería a la inhabilidad de ERK de translocar hacia el núcleo y no a la pérdida 

de  su  actividad  kinasa,  pues  era  capaz  de  activar  una  forma  citoplásmica  de  Elk1, 

sustrato clásico de ERK. Los mecanismos de translocación y retención nuclear, han sido 

ampliamente estudiados. Se propuso que una prolongada activación de ERK, llevaba a 

una prolongada permanencia de la kinasa en el núcleo, y esto era necesario para que se 

vean  los  efectos  de  la  MAPK (Khokhlatchev  et  al,  1998).  Al  respecto,  se  vio  una 

correlación entre la activación y la retención nuclear de ERK, con el crecimiento de 

neuritas  inducido  por  el  factor  de  crecimiento  nervioso  (NGF)  en  células  PC12 

(Traverse et al, 1992; Lenormand et al, 1993; Nguyen et al, 1993). Posteriormente, se 

vio que la permanencia en el tiempo del estado fosforilado de la kinasa era condición 

necesaria  para  la  retención  nuclear;  en  un  experimento  elegante,  Khokhlatchev  y 

colaboradores (1998) crearon un ERK con el fosfato unido por una unión tioéster, el 

cual  no  era  sustrato  de  las  fosfatasas,  y  vieron  que  esta  molécula  era  capaz  de 

permanecer  en el  núcleo  por  muchísimo  más  tiempo que  la  kinasa  salvaje,  que era 

rápidamente  desfosforilada  por  las  fosfatasas  endógenas.  Estos  autores  observaron 

asimismo que la fosforilación de ERK promueve su homodimerización y subsiguiente 



entrada al núcleo. Para esto, sometieron a la kinasa fosforilada o no, a una columna de 

exclusión por tamaño molecular, y vieron que cuando estaba fosforilada, la kinasa eluía 

en  dos  picos,  uno lento  correspondiente  al  monómero,  y  otro  más  veloz  al  dímero. 

Cuando este pico era tratado con serina o treonina fosfatasas, se obtenía en el mismo 

tamiz solo el pico de elusión lento,  lo que sugería que la formación de los dímeros 

estaba regulada por la fosforilación/ des- fosforilación de la kinasa (Khokhlatchev et al, 

1998).  Para  la  entrada  al  núcleo  era  necesaria  tanto  la  fosforilación  como  la 

dimerización  de  la  molécula,  pues  las  mutantes  de  ERK,  que  presentaban  la 

tiofosforilación  pero  que  eran  incapaces  de  formar  dímeros,  permanecían  en  el 

citoplasma (Khokhlatchev et al, 1998). Posteriormente se describieron dos mecanismos 

de entrada de ERK al núcleo: la entrada de la kinasa monomérica ocurriría de forma 

pasiva a través del poro nuclear,  mientras  que el  dímero era bombeado activamente 

hacia el interior (Adachi  et al, 1999). Horgan y Stork (2003) demostraron que si bien 

era necesaria la presencia de manera sostenida de un ERK fosforilado para la retención 

nuclear, no lo era para la entrada de la MAPK al núcleo. Al respecto observaron que 

tanto al estimular células PC12 con EGF (que produce activación transitoria de ERK), 

como con NGF (que produce activación sostenida de ERK) se inducía la entrada al 

núcleo  de  la  kimera  GFP-  ERK,  fabricada  por  estos  mismos  autores.  También 

concluyeron que la actividad kinasa de ERK no era necesaria para la translocación, pues 

una mutante de la kimera sin actividad kinasa, entraba lo mismo al núcleo. Pouysségur 

y Lenormand (2003) propusieron al núcleo celular como lugar de acumulación, acción y 

terminación  de  la  actividad  de  ERK.  En  el  núcleo  hay  fosfatasas  específicas  que 

terminan con la actividad de la MAPK. A su vez,  estas fosfatasas, junto con MEK, 

tienen en su secuencia aminoacídica una señal de exclusión nuclear (NES), que favorece 

tras la unión, el retorno de la MAPK al citoplasma (Pouysségur y Lenormand, 2003).

En cuanto  al  rol  fisiológico  de ERK 1 y 2,  en general,  se  ha trabajado con 

inhibidores  farmacológicos  que  actúan  sobre  MEK,  bloqueando  en  simultáneo  la 

activación de ERK 1 y 2, con lo cual es difícil acertar el rol específico de cada uno. En 

mamíferos, ambas isoformas se expresan simultáneamente en todos los tejidos, aunque 

con pequeñas variaciones en su nivel.  Son altamente homólogas,  e  in vitro,  parecen 

tener la misma especificidad de sustrato. Sin embargo, las diferencias aparecen cuando 

se trabaja con ratones knock- out. Los ratones ERK1 -/- eran viables, de tamaño normal y 



fértiles. Solo tenían algunas deficiencias en la diferenciación terminal del timocito, con 

lo cual ERK 2 sería capaz de compensar prácticamente todas las funciones fisiológicas 

de ERK 1. Por el contrario, la eliminación del locus de ERK 2 en estos ratones lleva a la 

muerte temprana del embrión, tras el implante. En estos ratones la actividad de ERK 2 

en la formación del cono ecto- placentario no pudo ser compensada por su isoforma de 

mayor peso molecular (Pouysségur y Lenormand, 2003). Queda aún mucho por estudiar 

acerca de las funciones específicas de estas kinasas.

 p38

La MAPK p38 se aisló por primera vez como una proteína de 38 kDa, que se 

fosforilaba rápidamente en respuesta a lipopolisacárido bacteriano (LPS) (Han  et al, 

1993 y 1994). Hoy en día se conocen 4 variantes de splicing para esta enzima: p38α, 

p38β, p38γ y p38δ (revisado en Zarubin y Han, 2005). De éstas, las isoformas α y β se 

expresan en prácticamente todos los tejidos, mientras que las formas  γ y  δ son tejido 

específicas. Las isoenzimas presentan un 60% de homología entre sí, y un 40% con el 

resto de las MAPKs. 

La activación de p38 se observó en respuesta a varios estímulos,  entre ellos, 

radiación UV, calor, shock osmótico, citoquinas inflamatorias (TNF y IL- 1) y factores 

de  crecimiento  (CSF-  1)  (revisado  en  Zarubin  y  Han,  2005).  Este  conjunto  de 

activadores le confiere una complejidad al mecanismo de activación de p38, que no sólo 

depende del estímulo, sino también del tipo celular. 

Se han descripto varios sustratos que son activados por p38. Entre estos, ciertas 

proteínas kinasas como la proteína kinasa 2 activada por MAPK (MAPKKPK2), ATF-

2, CREB; ciertos factores de transcripción como GADD153 y C/ EBP, y otros tipos de 

sustrato como el intercambiador de Na+/  H+ (NHE- 1). Se ha establecido un fuerte nexo 

entre la activación de p38 y la respuesta inflamatoria. La activación de p38 juega un rol 

esencial en la producción de citoquinas pro- inflamatorias como IL- 1β, TNF- α y IL- 6 

(Johnson et al, 2003; Hollenbach et al, 2004; Perregaux et al, 1995); en la inducción de 

enzimas  como  la  COX-  2,  que  regula  la  remodelación  del  tejido  conectivo  en 

situaciones patológicas; y la inducción de la iNOS, que regula la oxidación (Da Silva et  



al,  1997;  Craxton  et  al,  1998).  Muchos  estudios  involucran  a  p38 en  la  apoptosis, 

basados en la activación paralela de p38 y la inducción de apoptosis inducida por una 

variedad de agentes como la supresión del factor de crecimiento nervioso (NGF) y la 

ligación  de  Fas  (Xia  et  al,  1995;  Juo  et  al,  1997;  Henkart,  1996).  Se  observó  la 

participación de p38 en la regulación del ciclo celular; la sobre- expresión de p38 en 

células  de  levadura,  llevó  a  una  significativa  disminución  en  la  proliferación.  Sin 

embargo el mismo fenómeno se observó al tratar células de mamífero con un inhibidor 

farmacológico de p38 (Takenaka et al, 1998). La micro- inyección de Cdc42 en células 

NIH,  ocasionó un arresto del  ciclo  celular  dependiente  de  p38 (Wang  et  al,  2000). 

Asimismo, se logró controlar la progresión del ciclo celular a través de sus sustratos p21 

y HBP1 (Yee  et al, 2004). Los ratones deficientes en p38 no fueron viables,  lo que 

denota un rol de la MAPK en el desarrollo embrionario. Se lo ha atribuido a un rol en la 

angiogénesis placentaria (Mudgett et al, 2000). Asimismo, las isoformas α y β de p38 

se han visto involucradas en los procesos de diferenciación celular; diferenciación de 

células 3T3- L1 en adipositos y de células PC12 en neuronas (Engelman  et al, 1998; 

Nagata et al, 1998). Asimismo se le atribuye un rol a p38 en la senescencia en respuesta 

al acortamiento telomérico, y exposición a H2O2 entre otros (Wang et al, 2002; Haq et  

al, 2002).

En resumen, se pueden sacar algunas conclusiones en cuanto a la operación de 

p38 como transductor de señales. La familia de p38 se activa en respuesta tanto a stress 

como a factores  mitogénicos,  dependiendo del  tipo  celular;  y  sus  isoformas  pueden 

interaccionar  de  manera  directa  o  indirecta  con  otras  proteínas  para  controlar  la 

transcripción  de  ciertos  genes.  Asimismo,  p38  puede  activar  otras  kinasas  y 

consecuentemente regular numerosas respuestas celulares que incluyen la inflamación, 

el ciclo celular, la diferenciación, el desarrollo, la muerte celular, y la senescencia.

JNK

JNK tiene tres isoformas, JNK 1, 2 y 3, con pequeñas diferencias. De estos, JNK 

1 y 2 se expresan en prácticamente todos los tejidos, mientras que JNK3 se expresa 

principalmente en los tejidos neuronal y cardíaco (Liu y Lin, 2005; Davis, 2000; Chang 

y Karim, 2001; Shaulian y Karim, 2002; Lin, 2003). Se identificó originalmente por su 



habilidad para fosforilar el factor de transcripción c- jun en su dominio N- terminal de 

trans- activación, en dos residuos serina (Hibi et al, 1993). Sin embargo, hoy en día se 

conocen otros sustratos de esta kinasa, entre ellos los factores de transcripción ATF- 2, 

Elk1, p53 y c- Myc (Davis, 2000; Chang y Karim, 2001; Lin, 2003; Karim, 1995); y 

otras proteínas que no funcionan como factores de transcripción, como miembros de la 

familia de Bcl- 2 (Bcl- 2, Bcl- xL, Bim y BAD) (Yamamoto et al, 1999; Maundrell et  

al, 1997; Yu et al, 2004). Muchos estudios conectan a JNK con un rol pro- apoptótico 

(Davis, 2000; Chang y Karim, 2001; Shaulian y Karim, 2002; Lin, 2003). Al respecto, 

la apoptosis inducida por privación de NGF en células PC12 se revierte al inhibir la 

activación de JNK, mientras que la expresión de un dominante constitutivamente activo 

de MEKK1, una kinasa del módulo de JNK, induce la apoptosis en estas mismas células 

(Xia et al, 1995; Le-Niculescu et al, 1999). Por experimentos de disrupción génica, se 

mostró que JNK tiene un rol importante en la inducción de apoptosis en células del 

sistema nerviosos central. Ratones knock- out para JNK3 muestran una disminución en 

la apoptosis de células del hipocampo inducida por privación de NGF, mientras que 

ratones  knock-  out  para  JNK  1  y  2  presentan  el  mismo  fenotipo  en  células  del 

neuroepitelio de la corteza anterior (Yang et al, 1997; Bruckner  et al, 2001). En estas 

células, es posible que la señal sea llevada a través de la fosforilación de c- jun, ya que 

la expresión de formas truncadas de esta proteína torna a las células resistentes a la 

apoptosis,  mientras  que  la  sobre-  expresión  de  la  proteína  funcional  resulta  en  el 

fenotipo contrario (Ham et al, 1995). Los mecanismos por los cuales c- jun media la 

apoptosis  en las células del sistema nervioso, aún no se conocen. JNK también está 

involucrado en la apoptosis de células no neuronales (Davis,  2000; Chang y Karim, 

2001; Lin, 2003). Por ejemplo, fibroblastos de embrión de ratón (MEFs) deficientes en 

JNK 1 y 2, se muestran resistentes a la apoptosis inducida por radiación UV (Tournier 

et al, 2000), aunque estudios recientes muestran que JNK1 sería suficiente para hacer a 

los MEFs resistentes a UV, según se observó con células que eran deficientes solo para 

esta proteína (Liu  et al,  2004). El rol de c- jun en la apoptosis inducida por UV es 

controversial.  Ciertos  estudios  demuestran  que  la  apoptosis  no  dependería  de  la 

expresión de c- jun, ya que no logró suprimirse mediante inhibidores de la traducción 

(cicloheximida)  o  de  la  transcripción  (Actinomicina  D)  (Behrens  et  al,  1999).  Sin 

embargo, otros estudios muestran que MEFs que carecen de c- jun son insensibles a la 



muerte inducida por UV (Behrens  et al, 1999), lo que sugiere que la fosforilación y 

activación  de  c-  jun  son  necesarias  para  la  muerte  por  radiación  UV.  Mas  aún,  se 

reportó que c- jun inhibe el arresto del ciclo mediado por p53, promoviendo entonces la 

apoptosis  mediada  por  esta  proteína  (Shaulian  y  Karim,  2002).  Otro  ejemplo  de 

participación de JNK en apoptosis es tras un estímulo con TNFα, una citoquina pro- 

inflamatoria  que  activa  diferentes  cascadas,  entre  ellas  la  de  NFκB.  Al  respecto  se 

sugiere que hay un cross- talk entre estas vías de señalización, en el cual NFκB inhibiría 

la activación de JNK, predominando entonces el efecto proliferativo desencadenado por 

esta molécula, pero cuando la activación de NFκB no ocurre, entonces tiene prevalencia 

el efecto apoptótico de la activación de JNK (Tang et al, 2001) (Fig. 26).

 

Figura 26. Mecanismos propuestos para el rol de JNK en la apoptosis inducida por 

TNFα. A)  La activación de las caspasas iniciaría los mecanismos apoptóticos, 

mientras que la activación sostenida de JNK promueve la apoptosis al inhibir los 

supresores del camino mitocondrial de muerte celular. La activación de NFκB 

inhibiría ambos mecanismos, tanto la activación de las caspasas como la de JNK. B)

La inactivación de NFκB remueve la inhibición sobre estas vías permitiendo que 

ocurra entonces la apoptosis inducida por TNFα.



No está del todo claro aún, cómo es que JNK contribuye a la apoptosis, pues no 

se conocen completamente los mecanismos moleculares. Se han propuesto al respecto 

dos hipótesis, que difieren principalmente en si la activación de JNK es suficiente o no 

para que haya apoptosis. Ciertos estudios muestran que JNK podría inducir apoptosis, 

ya  que  ratones  knock out  para  JNK 1 y  2 se  muestran  resistentes  a  la  muerte  por 

radiación UV. En estos mismos ratones, los rayos UV no llevaron a la liberación de 

citocromo  c de la mitocondria,  ni a un cambio en el potencial de membrana,  lo que 

sugiere  a  JNK como  participante  intrínseco  del  mecanismo  apoptótico  mitocondrial 

(Davis,  2000).  Más  aun,  hay  estudios  recientes  que  dicen  que  JNK  podría  inducir 

apoptosis a través de la modulación de la proteína BIM, de la familia de Bcl- 2 (Lei y 

Davis,  2003).  Por  otro  lado,  y  en  apoyo  de  la  hipótesis  que  sugiere  a  JNK como 

promotor más que iniciador de la apoptosis, hay estudios que muestran que la activación 

persistente de esta molécula no es suficiente para inducir la apoptosis, pero sin embargo 

si puede promoverla tras la inducción de TNFα cuando no hay activación de NFkB 

(Fig. 26) (Lin, 2003; Karim y Lin, 2002; Tang et al, 2002).  

Asimismo, hay algunos estudios que muestran un rol anti- apoptótico de JNK. 

Entre  ellos,  se  ha  visto  una  inhibición  del  crecimiento  en  tumores  tratados  con 

oligonucleotidos anti- sentido para JNK (Bost et al, 1999; Potapova et al, 2002). Ciertas 

regiones de la corteza cerebral  mostraron una apoptosis exacerbada en ratones nulos 

para JNK 1 y 2 (Sabapathy et al, 1999; Kuan et al, 1999). Sin embargo, el mecanismo 

por el cual JNK mediaría este fenómeno se desconoce por completo.  Los casos más 

estudiados proponen que JNK fosforilaría e inactivaría proteínas de la familia de Bcl- 2, 

que son pro- apoptóticos, entre ellos BAD (Yu et al, 2004).

En resumen, la función de JNK en la apoptosis es compleja, habiéndose sugerido 

para esta molécula un rol pro o anti- apoptótico, o ningún rol en el proceso. Asimismo, 

es cuestión de debate si JNK es un componente intrínseco de la maquinaria de apoptosis 

o si sólo la modula, siendo lo más probable que la activación de JNK module el proceso 

de apoptosis de manera dependiente del estímulo y el tipo celular (Liu y Lin, 2005).



H2O2 y MAPKs

La principal fuente de producción de especies reactivas del oxígeno es, como se 

mencionó  en  el  capítulo  anterior,  la  mitocondria.  Esto  ocurre  a  través  de  la  auto- 

oxidación  del  intermediario  ubisemiquinona  (UQ-.),  un estado redox transicional  del 

ubiquinol (UQH-), presente en la cadena de transporte de electrones. Alrededor del 1- 2 

% del  oxígeno utilizado por  la  organela,  sigue una reducción  en un electrón  por  la 

ubisemiquinona,  formando  anión  superóxido  (O2
-).  En  presencia  de  la  superóxido 

dismutasa mitocondrial (Mn- SOD), la mayoría del O2
- es dismutado a H2O2, el cual 

difunde  libremente  al  citosol,  a  través  de la  membrana  mitocondrial  (Boveris  et  al, 

1972). 

UQH- + e- → UQ-.                   [8]

UQ-. +  O2 → O2
- + UQ      [9]

El pool de ubisemiquinona, así como la tasa de producción mitocondrial de O2
- 

pueden ser modulados experimentalmente utilizando compuestos específicos como la 

antimicina,  el  cual  bloquea  el  flujo de  electrones  a  través  de los  citocromos  b y  c 

(Boveris et al, 1972). Asimismo, el NO induce una inhibición similar en la región b- c1 

del complejo III, además de la inhibición reversible que presenta sobre la citocromo 

oxidasa. Este efecto favorece la oxidación directa de ubiquinol y finalmente, aumenta 

fuertemente la velocidad de producción de O2
- y H2O2  (Poderoso et al, 1996 y 1999), en 

la mitocondria. Dado entonces que el metabolismo del NO regula el consumo de O2 y la 

velocidad  de  producción  de  O2
- y  H2O2 en  mitocondrias,  y  que  estudios  recientes 

muestran efectos del H2O2 sobre la expresión génica y los mecanismos de señalización 

celular (se detalla a continuación), se deduce que estas reacciones químicas tienen un rol 

fundamental en la modulación mitocondrial de la progresión del ciclo celular. 

El H2O2 difunde fuera de la mitocondria y contribuye a la concentración de H2O2 

en  el  citosol.  El  equilibrio  entre  la  velocidad  de  producción  y  la  velocidad  de 

degradación  de  esta  molécula  por  las  enzimas  citosólicas  catalasa  y  glutation 



peroxidasa, lleva a la concentración de H2O2 en el estado estacionario ([H2O2]ss) (Allen 

y Tresini, 2000); que está definida por la siguiente ecuación:

[H2O2]ss= +d[H2O2]/dt / (k31 [catalasa] + k4 [glutation peroxidasa]) [Ec.1]

donde +d[H2O2 ]/ dt es la tasa de producción de H2O2 dependiente de L- arginina,  k3 es 

la constante de reacción de segundo orden para el metabolismo del H2O2 por la catalasa, 

y k4 la constante para la reacción catalizada por la glutation peroxidasa (Allen y Tresini, 

2000).

Durante mucho tiempo se pensó que el  estrés oxidativo en las células vivas, 

resultado de una acumulación de especies reactivas del oxígeno, o de una disminución 

de  la  actividad  de  las  enzimas  antioxidantes,  conducía  a  apoptosis  o  necrosis, 

dependiendo de la severidad del daño (Halliwell y Cross, 1994; Slater et al, 1996). En la 

necrosis, las ROS serían las moléculas efectoras, actuando directamente sobre lípidos, 

ácidos  nucleicos  y proteínas,  ocasionándoles  un daño oxidativo,  mientras  que  en la 

apoptosis, ROS actuarían activando vías de señalización (Sarafian y Bredesen, 1994). 

Sin embargo,  en los últimos años ha habido una masiva aparición de evidencia  que 

muestra un rol del H2O2 en la regulación de mecanismos fisiológicos de señalización 

que conducen tanto a apoptosis, como a diferenciación o a proliferación celular. Por 

ejemplo,  la  exposición  de  células  de la  glía  central-  4  (CG4)  a  H2O2  resultó  en  un 

incremento de la fosforilación en tirosina de las proteínas en general,  incluyendo el 

factor de crecimiento plaquetario (PDGF), y los tres grupos clásicos de MAPKs (ERK, 

p38 y JNK) (Bhat y Zhang, 1999). Este mismo efecto de aumento generalizado en la 

fosforilación de proteínas, fue también observado por nuestro grupo (Galli  et al, datos 

no  publicados).  Varios  grupos  de  trabajo  observaron  la  activación  de  MAPK  en 

respuesta a H2O2 en diferentes modelos: Ruffels y col. (2003) observaron la activación 

de  ERK1/  2,  JNK  y  PKB  en  células  de  neuroblastoma  humano  SH-  SY5Y,  y 

atribuyeron un rol  a  ERK en la  apoptosis  iniciada  por  H2O2 en sus  condiciones  de 

trabajo. Este mismo fenómeno fue detectado por Lee y col. (2003) en los fibroblastos de 

ratón L929. Otros autores observaron que JNK era el mediador en la apoptosis inducida 

por H2O2, en cardiomiocitos de rata (Mizukami et al, 2001); mientras que por su parte, 

Liu  y  col.  (2002)  vieron que  H2O2 inducía  proliferación  celular  en células  7721 de 

hepatoma humano, y esto era debido a la estimulación de JNK. Asimismo, estudios más 



detallados,  muestran  una  activación  diferencial  de  MAPKs  y  otros  factores  de 

transcripción  como CREB,  de acuerdo con la  concentración  de  H2O2 utilizado  para 

estimular  las  células  y  el  tiempo  de  exposición  al  mismo  (Zhang  y  Jope,  1999; 

Gaitanaki  et  al,  2003).  En  un  estudio  elegante,  Kwon  y  col.  mostraron  que  H2O2 

regulaba  el  fenotipo  de  los  cardiomiocitos  a  través  de  la  activación  diferencial  de 

MAPKs, y  esto era  dependiente  de la  concentración  de la  molécula  oxidante:  bajas 

concentraciones de H2O2 (10- 30  µM) ocasionaban un aumento en la síntesis proteica 

sin efecto sobre la supervivencia, y un aumento a su vez en la activación de ERK1/ 2; 

concentraciones  mayores  (100-  200  µM)  llevaban  a  apoptosis,  con  aumento  en  la 

activación de JNK y p38; y concentraciones aún más altas (300- 1000 µM) ocasionaban 

tanto apoptosis como necrosis. En este mismo contexto, en nuestro grupo de trabajo se 

observó  en  diferentes  modelos,  una  correlación  entre  la  [H2O2]ss  y  el  estado 

proliferativo de la célula, y la activación de ERK o p38 y JNK: Carreras y col. (2004) 

observaron  un  aumento  gradual  en  la  [H2O2]ss  en  hepatocitos  de  rata  durante  el 

desarrollo, con baja concentración en los estadios embrionarios y elevada activación de 

ERK1/2,  y  alta  concentración  en  el  hígado  adulto  quiescente,  con  concomitante 

activación de p38, sin activación de ERK. Asimismo, en dos trabajos continuos, Riobo 

y col. (2002), y Alonso y col. (2004), mostraron que el estado redox estaba finamente 

regulado  durante  el  desarrollo  del  cerebro  en  ratas,  lo  mismo  que  la  activación  de 

ERK1/ 2 y su translocación a mitocondria, siendo máxima en los estadios proliferativos 

E19-  P2.  ERK  mitocondrial  era  capaz  de  ser  activado  cuando  se  trataba  a  las 

mitocondrias  aisladas  con  H2O2 en  baja  dosis  (1  µM),  mientras  que  disminuía  su 

fosforilación tras la estimulación con dosis más altas (50- 100 µM). 

En base a los resultados observados, nuestro grupo (Carreras et al, 2005), junto 

con otros autores (Cadenas et al, 2000; Allen y Tresini, 2000), proponemos una acción 

gradual del H2O2 en la célula: a baja concentración (3- 15 µM), se observa una respuesta 

mitogénica  significativa,  sin  embargo  a  concentraciones  10  veces  mayores,  hay 

inducción de arresto del ciclo celular de forma temporal, seguido por la expresión de 

genes que codifican para enzimas detoxificantes. A concentraciones aún más altas, el 

H2O2 induce un arresto permanente del ciclo, sin daño sobre la célula. Este estado le 

permite a la célula funcionar normalmente, pero no se dividirá.



Los mecanismos por los cuales H2O2 ocasiona la activación de MAPKs y otras 

proteínas  se desconocen hasta el  momento.  Se ha propuesto que es la inhibición de 

MAPK fosfatasas la que promueve la activación de MAPKs. Las ROS, y en particular 

el  H2O2,  modifican  el  residuo cisteína  ubicado en el  sitio  catalítico  de las  fosfatsas 

inactivándolas de manera reversible (Lee y Esselman, 2002), de manera que MAPKs ya 

no son sustrato de las mismas y por lo tanto permanecen activadas por más tiempo. Por 

otra parte nosotros proponemos que la capacidad oxidante del H2O2  es en sí misma la 

causa de  su efecto sobre las MAPKs, y probablemente las demás proteínas, actuando 

directamente sobre cisteínas ubicadas en estas moléculas, alterándoles la conformación 

espacial de manera de facilitar o impedir su interacción con sus proteínas activadoras o 

proteínas blanco.



Objetivos



Como  se  mencionó  en  la  introducción,  el  metabolismo  del  NO  regula  el 

consumo de O2 y la velocidad de producción de O2
- y H2O2 en mitocondrias. El NO 

mitocondrial  está  finamente  regulado  por  la  expresión  y  actividad  de  la  mtNOS. 

Asimismo, estudios recientes muestran efectos del H2O2 sobre la expresión génica y los 

mecanismos  de señalización  celular,  así  como la  participación  de la  mitocondria  en 

algunos caminos de señalización que conducen tanto a división celular, como a arresto 

del ciclo y/ o apoptosis. De acuerdo a lo expuesto, el grado de expresión y actividad de 

la mtNOS, la producción asociada de H2O2 y ONOO- y la actividad de SOD pueden 

intervenir en el proceso de transformación neoplásica y en la inmortalización de líneas 

tumorales. 

Hipótesis

La  hipótesis  general  del  laboratorio  es  que  la  actividad  de  la  mtNOS  y  su 

modulación son finamente reguladas en el ciclo celular, el crecimiento y la senescencia. 

En este contexto, la hipótesis específica del trabajo es que los tumores tienen como los 

tejidos normales, mtNOS y una producción de H2O2 dependiente de NO. De acuerdo 

con los niveles esperados de H2O2 en las distintas etapas del ciclo celular, es esperable 

una reducción en la expresión o inactivación de la mtNOS, una menor producción de 

NO  y  H2O2,  y  la  consecuente  activación  de  cascadas  proliferantes.  Asimismo,  la 

disminución  de  los  niveles  bioenergéticos  por  daño  mitocondrial  (disminución 

“funcional”  de  la  masa  mitocondrial)  pueden  contribuir  al  estado  proliferativo 

persistente. 

Objetivos

1. Estudiar  la  expresión  y  actividad  de  mtNOS  en  tejidos  y  líneas  celulares 

tumorales.



2. Estudiar la actividad de los complejos de la cadena respiratoria y la integridad 

funcional y estructural de las mitocondrias en tumores.

3. Estudiar la producción de  NO y H2O2 en estas muestras.

4. Determinar la actividad de enzimas antioxidantes como Mn- SOD, catalasa y 

glutatión peroxidasa.

5. En las líneas celulares, modificar el estado redox y analizar las condiciones del 

ciclo celular en términos de proliferación y apoptosis.

6. Medir la activación de las cascadas de MAPK y la modulación en la expresión 

de ciclina D1 en las condiciones antedichas y de acuerdo a los cambios en el 

estado redox.

7. Comparar las actividades descriptas con las de tejidos normales como hígado y 

cerebro.

8. Identificar los mecanismos de activación de MAPK por H2O2.



Materiales y 
métodos



Animales. Se usaron ratones BALB/ c portadores de tumor de 8 a 12 semanas de 

edad, provenientes de la División de Cuidado Animal del Instituto Universitario Ángel 

H. Roffo. Como control se utilizaron pulmones e hígados de ratones BALB/ c sanos. En 

algunos experimentos, se incluyeron ratas Wistar E19- P2 y P90 para obtener hígados 

en  diferentes  estadios  del  desarrollo  embrionario,  con  respectivas  alta  tasa  de 

proliferación o no proliferantes. Con este mismo propósito, se obtuvieron mitocondrias 

de glándula mamaria de ratas luego del parto, y hepatocitos aislados de P2- P90. Los 

animales  fueron  mantenidos  de  acuerdo  a  las  normas  de  ética  y  regulaciones  del 

National Institute of Health.

Tumores. Se utilizaron dos adenocarcinomas mamarios murinos (M3, MM3) y 

un adenocarcinoma murino de pulmón (P07). P07 y M3 aparecieron espontáneamente 

en pulmón y mama de hembras de ratones BALB/ c, respectivamente (Bal de Kier Joffé 

et al, 1983; Diament et al, 1998). La variante MM3 se obtuvo por sucesivos implantes 

subcutáneos (s.c.) a partir de las metástasis pulmonares originadas por M3 en ratones 

singeneicos (Colombo et al, 1980). Los tres tumores, fueron mantenidos por transplante 

s.c., y están bien caracterizados: el tumor M3 presenta 40% de incidencia de metástasis 

pulmonares, mientras que MM3, que presenta mayor periodo de latencia tumoral que 

M3 (11 ± 2 vs 6 ± 2 días), desarrolla metástasis en el 95 % de los ratones inoculados. 

P07 desarrolla metástasis pulmonares en el 100% de los casos (Bal de Kier Joffé et al, 

1983; Diament et al, 1998; Colombo et al, 1980).

Líneas celulares y condiciones de cultivo. Las líneas celulares LM3, LMM3 y 

LP07 fueron obtenidas de los tumores M3, MM3 y P07, respectivamente (Urtreger et al, 

1997  y  2001).  Con  propósitos  comparativos,  también  usamos  la  línea  humana  de 

adenocarcinoma  mamario  MCF7 y  la  línea  de  glándula  mamaria  normal  NMuMG. 

LM3, LMM3 y LP07 fueron mantenidas en minimal essential medium (MEM) (41500, 

Gibco BRL) suplementado con suero fetal bovino (SFB), 2 mM L- glutamina y 80 µg/ 



mL gentamicina, definido como medio completo (MC), en frascos plásticos (Corning) a 

37º C en 5% CO2. Los sucesivos pasajes se hicieron levantando las células con tripsina 

(0.25 % tripsina, 0.02 % EDTA en PBS libre de Ca2+ y Mg2+; 80 mM Na2HCO3, 20 mM 

NaH2CO3, 100 mM NaCl). La línea MCF7 se mantuvo en Dulbecco´s modified Eagle´s 

medium nutrient mixture F- 12 HAM (D- MEM) (D- 2906, Sigma) suplementado con 

10  % SFB y  50  µg/  mL gentamicina.  La  línea  NMuMG se  mantuvo  en  D-  MEM 

suplementado con 10 % SFB, 50 µg/ mL gentamicina y 10 µg/ mL insulina,  como 

recomienda  la  ATCC.  Los  estudios  de  tráfico  de  MAPK,  y  su  efecto  sobre  la 

proliferación y la apoptosis, tras estimulación con H2O2, fueron realizados sobre la línea 

celular  LP07. En éste caso, la línea fue mantenida en D- MEM suplementado con 10% 

SFB, y los ensayos realizados en D- MEM.

Aislamiento  y  purificación  de  mitocondrias  en  órganos   y  tumores. Las 

mitocondrias  de  tumores,  glándula  mamaria,  pulmón  e  hígado  fueron  aisladas  por 

centrifugación  diferencial,  como  se  describió  previamente  (Carreras  et  al,  2001). 

Brevemente, los tejidos se lavaron y homogeneizaron en buffer MSHE (0.22 M manitol, 

0.07 M sacarosa, 0.5 mM EGTA, 2 mM HEPES/ KOH, pH 7.4) (1/ 10 v/ v), a 4º C. El 

homogenato se centrífugó a 600 x g por 10 min en un rotor JA- 17 y el sobrenadante fue 

luego centrifugado a 10000 x g por 10 min.  Las mitocondrias aisladas fueron luego 

purificadas en MSHE suplementado con 0.1% albúmina sérica bovina (BSA) y buffer 

Percoll  (30% Percoll,  0.225 M manitol,  1 mM EGTA, 25 mM HEPES/ KOH, 0.1% 

BSA) para  remover  organelas  contaminantes  y  mitocondrias  dañadas  (Hovius  et  al, 

1990). El pellet mitocondrial se lavó una vez en MSHE con BSA, dos veces en 150 mM 

KCl y una vez más en MSHE sin BSA. Las mitocondrias se resuspendieron en MSHE y 

se guardaron a –80º C. El homogenato de 600 x g se almacenó a –80º C para el análisis 

de la actividad y expresión de las isoformas citosólicas de la NOS y la determinación de 

las actividades de catalasa y glutation peroxidasa. El contenido de proteínas se evaluó 

siguiendo el método de Lowry. Para  practicar estudios de microscopia electrónica de 

transmisión, las mitocondrias purificadas de tumores y tejidos normales se fijaron en 

glutaraldehído al 3%, luego se post- fijaron en 1% tetra- óxido de  osmio en 0.1 M 

buffer fosfato y se embebieron en Epon. Se prepararon secciones con ultramicrótomo, 



contrastadas con acetato de  uranilo y citrato. Se examinaron áreas representativas y se 

fotografiaron en un microscopio electrónico Zeiss EM 109 a 80 KV.

Fraccionamiento  submitocondrial.  Las  mitocondrias  se  rompieron 

osmóticamente diluyendo el pellet  mitocondrial  en 4 volúmenes de H2O destilada,  y 

luego se centrifugaron a 12000 x g por 10 min; el sobrenadante contiene la membrana 

externa  y  el  espacio  intermembrana,  mientras  que  el  pellet  contiene  mitoplastos, 

vesículas  de  membrana  interna  que  encierran  matriz  mitocondrial.  La  fracción  de 

mitoplastos  se  sonica  dos  veces  a  40  W  de  potencia  por  10  seg.  cada  vez  en  un 

sonicador Cole- Palmer (WPI, Sarasota, FL, USA). Esta fracción se centrífuga a 8000 x 

g por 10 min para remover las mitocondrias y/ o mitoplastos enteros remanentes. Este 

sobrenadante, junto con el del primer paso se ultracentrifugan a 100000 x g por 30 min, 

para obtener membrana interna y matriz, y membrana externa y espacio intermembrana, 

en el pellet y sobrenadante de cada una de las dos fracciones, respectivamente (Alonso 

et al, 2004).

Actividad  NOS. La  actividad  de  NOS  se  determinó  por  conversión  de  L-

[3H]arginina  a  L-  [3H]citrulina  como  se  describió  previamente,  con  modificaciones 

menores (Carreras et al, 2002). Las muestras se congelaron y descongelaron una vez y 

la actividad se midió en 50 mM buffer fosfato, suplementado con 50 mM L- valina, en 

presencia de 100 µM L- Arg (mitocondria) o 20 µM L- Arg (homogenato), 100 µM 

NADPH,  0.1  µM calmodulina,  0.3  mM  CaCl2,  1  µM flavina  adenina  dinucleotido 

(FAD), 1 µM flavina mononucleotido (FMN) y 10 µM tetrahidrobiopterina (BH4), pH 

7.4. La actividad específica se determinó luego de sustraer la actividad remanente en 

presencia de un exceso (10 veces) del inhibidor competitivo NG- monometil- L- arginina 

(L- NMMA).

Producción mitocondrial de peróxido de hidrógeno. La producción de H2O2 se 

monitoreó  continuamente  en  un  espectrofluorómetro  Hitachi  F-  2000  (Hitachi  Ltd, 

Tokio,  Japón)  con  longitudes  de  onda  de  excitación  y  emisión  de  315  y  425  nm, 

respectivamente (Poderoso et al, 1996). El ensayo se realizó en 50 mM buffer fosfato, 

50 mM L- valina, pH 7.4, suplementado con 12.5 U/ mL peroxidasa de alfalfa, 250 µM 



ácido  p-  hidroxifenilacético,  y  0.15  mg  proteína  mitocondrial/  mL,  con  10  mM 

succinato como sustrato. Para explorar los efectos de la utilización del NO y la actividad 

de mtNOS sobre la velocidad de producción mitocondrial de H2O2  el ensayo se inició 

con 0.1 mM L- Arginina o pulsos de 0.05- 10 µM NO o, comparativamente, con 2 µM 

antimicina (Riobó  et al, 2002; Giulivi, 1998). Para determinar la tasa de producción de 

H2O2 dependiente  de  NO,  se  agregó  1  mM  L-  NMMA  a  las  preparaciones 

mitocondriales  en  los  casos  apropiados.  Todas  las  variaciones  fluorométricas  en las 

diferentes condiciones se deben al H2O2 ya que son completamente inhibidas por 3 µM 

catalasa. Para uniformar la máxima tasa de producción de H2O2, en todos los casos las 

preparaciones mitocondriales fueron suplementadas con 1 mM SOD- mimetic TBAP.

Actividad mitocondrial; transferencia de electrones. La actividad de citocromo 

oxidasa se determinó a través de la oxidación de 50 µM citocromo  c  reducido, a 550 

nm, en un espectrofotómetro Hitachi 3000; ε550 = 21 mM–1. cm–1. La velocidad de la 

reacción  fue determinada  como una constante  de pseudo- primer  orden y expresada 

como  k.  min–1. mg  proteína–1.  La  actividad  de  NADH-  citocromo  c  reductasa  y 

succinato- citocromo c reductasa se ensayó siguiendo la reducción de 30 µM citocromo 

c en presencia de 1 mM KCN y, con 150 µM NADH u 8 mM succinato, como dadores 

de electrones.

Enzimas antioxidantes. La actividad de la Mn- SOD mitocondrial se determinó 

mediante la inhibición de la reducción del citocromo c por el sistema xantina/ xantina 

oxidasa (McCord y Fridovich, 1969). Brevemente, la reducción de 10 µM citocromo c 

por 3.5 mU/ ml xantina oxidasa y 50 µM xantina fue evaluada a 550 nm en 50 mM 

buffer fosfato, pH 7.8 con 0.1 mM EDTA a 25° C, y referido a una curva de calibración 

hecha con Cu/ Zn- SOD titulada comercialmente. 

La actividad de catalasa se determinó observando el decaimiento del  H2O2 a 240 

nm. La velocidad de la reacción se determinó como una constante de pseudo- primer 

orden y se expresó como k. min–1. mg proteína–1 (Chance, 1954). Las determinaciones se 

realizaron en 50 mM buffer fosfato, 0.1% Triton X- 100, pH 6.8, suplementado con 10 

mM H2O2; los resultados se refirieron a una curva de calibración de catalasa.



La actividad  de glutation  peroxidasa  se  determinó  siguiendo la  oxidación  de 

NADPH a 340 nm; ε340 = 6.22 mM-1. cm-1. Las muestras se incubaron en 100 mM buffer 

fosfato, 1 mM EDTA, pH 7.7, suplementado con 5 mM glutation reducido, 0.15 mM 

NADPH,  1  mM  azida  sódica,  0.25  U  glutation  reductasa  y  0.5  mM  tert-

butilhidroperoxido (Seglen, 1972).

Ensayos de proliferación. Las células se sembraron en placas de 96 hoyos en las 

densidades apropiadas: LM3 o LMM3; 3x103 células/ hoyo, LP07; 6x103 células/ hoyo 

en 0.2 ml MC, y NMuMG; 6x103 células/ hoyo en D-MEM suplementado con 10% SFB 

e insulina, y se dejaron 24 hs para que se adhieran al plástico. Luego se trataron con 

concentraciones crecientes de H2O2 (0.1 µM- 1 mM) en MEM o D- MEM sin SFB. En 

experimentos comparativos, para examinar el efecto del H2O2 endógeno, se incluyó 5 

mM  del  inhibidor  de  catalasa  3-  amino-  1,  2,  4-  triazol  (ATZ)  3  hs  previas  al 

tratamiento. Tras 48 hs de incubación, la proliferación se determinó por un ensayo no 

radioactivo  (Cell  Titer  96;  Aqueous  Non-  Radioactive  Cell  Proliferation  Assay, 

Promega, Madison, WI) siguiendo las instrucciones del fabricante. La absorbancia se 

determinó en un lector de ELISA a 492 nm. Los ensayos realizados sobre la línea LP07 

en los que se estudió el efecto de los inhibidores de MAPK sobre la proliferación tras la 

inducción  con  1  y  50  M  H2O2,  se  siguieron  por  incorporación  de  [3H]timidina. 

Brevemente, las células LP07 se sembraron, se dejaron 24 hs en ausencia de SFB, y se 

trataron  según  se  explica  en  el  párrafo  anterior,  en  presencia  de  0.8  µCi/  hoyo  de 

[3H]timidina (actividad específica: 70 a 90 Ci/ mmol; NEN/ Dupont, Boston, Mass.). Las 

células  se  levantaron  con  tripsina.  La  radioactividad  se  midió  en  un  contador  de 

centelleo líquido (Wallac 1414, Turku, Finlandia). Los inhibidores se colocaron 1- 2 hs 

previas al  estímulo con H2O2.  En todos los casos,  los tratamientos  se realizaron por 

octuplicado. 

Citometría  de  flujo.  Para  comparar  la  concentración  endógena  de  H2O2,  se 

utilizaron las líneas celulares tumorales y NMuMG. Asimismo, se aislaron hepatocitos 

de ratas recién nacidas (P2) y adultas (P90), como se describió previamente (Burk et al, 

1978). Se resuspendieron 106 células en HBSS (suplementado con 1mM CaCl2 y 1mM 

MgCl2,  pH, 7.4) y se incubaron con 5 µM 2’, 7’- diclorofluorescina diacetato (DHCF-



DA) por 30 min a 37º C en oscuridad. El ensayo se llevó a cabo en un citómetro de flujo 

Ortho Cytoron Absolute (Johnson & Johnson, U.S.A). Para detectar células muertas, se 

usó ioduro de propidio (0.005%). Para cada análisis, se registraron 2 x 104 eventos.

Para  estudiar  el  ciclo  celular,  las  células  LP07 se  estimularon  con  H2O2,  se 

levantaron y se incubaron con 100 µg/ mL ioduro de propidio en 0.1% citrato de sodio, 

0.1% Triton X- 100 a 4º C, overnight en oscuridad (Nicoletti et al, 1991). El análisis del 

ciclo  celular  se  realizó  en  un  citómetro  de  flujo  FACScalibur  (Becton-  Dickinson, 

Mountain View, CA). Asimismo, se estudió apoptosis con el fluorocromo Anexina V: 

se  utilizó  el  kit   FICT-  annexin  V  (Immunotech),  siguiendo  las  instrucciones  del 

fabricante. 

Lisados celulares;  obtención de núcleo, mitocondria y citosol. Las células se 

sembraron en placas de Petri, se privaron de SFB 24 hs, se trataron con H2O2, se lavaron 

y recolectaron. Se lisaron en buffer MSHE en presencia de inhibidores de proteasas y 

fosfatasas  (1  mM  PMSF,  5  µg/  mL  leupeptina,  5  µg/  mL  pepstatina,  5  µg/  mL 

aprotinina, 25 mM NaF y 1 mM NaVO4). Los núcleos se obtuvieron por centrifugación 

a 600 x g, las mitocondrias a 8000 x g. Los núcleos fueron sucesivamente lavados (10 

mM Tris, 1.5 mM EDTA, 0.01% Nonidet P- 40, 10% glicerol, pH 7.4) y lisados (10 

mM  Tris,  1.5  mM  EDTA,  0.4  M  KCl,  10%  glicerol,  pH  7.4).  Núcleos  lisados  y 

sobrenadantes  de  8000  x  g  se  ultracentrifugaron  a  100000  x  g.  La  pureza  de  las 

fracciones  se  determinó  mediante  western  blot  de  proteínas  específicas  de  la 

mitocondria (proteínas del complejo I y IV), mediante citometría de flujo con ioduro de 

propidio para detectar ADN nuclear,  y mediante la determinación de actividad de la 

enzima citosólica lactato deshidrogenasa.  Proietti et al (2005) observaron ausencia de 

contaminación  entre  las  fracciones  nuclear  y  citosólica  por  western  blot  de  PI3K 

(enzima citosólica) y RB (enzima nuclear). El contenido de proteínas se evaluó por el 

método de Lowry.

Transfección. Células LP07 se incubaron en placas de 6 hoyos sobre un porta 

objetos,  en  D-  MEM  sin  SFB,  con  Lipoanfectamina  2000  (Gibco)  y  el  plásmido 

conteniendo ERK2- GFP (gentileza de Stork P: Horgan y Stork, 2003) durante toda la 



noche. Luego se reemplazó el cultivo por medio fresco con SFB, y se marcaron las 

células como se describe en el párrafo de microscopía confocal.

Western  blot. Las  proteínas  se  separaron  por  electroforesis  en  condiciones 

desnaturalizantes  en  geles  de  poliacrilamida  según  descripto  por  Laemnli,  y  se 

transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas se lavaron en 20 mM Trisbase, 

137 mM NaCl, 0.1%, Tween- 20, pH 7.4 (TTBS), se bloquearon en TTBS con 5% leche 

en polvo descremada, y luego se incubaron con los primeros anticuerpos, de acuerdo a 

las  instrucciones  del fabricante,  y ajustando las diluciones  de los mismos para cada 

sistema. Luego se lavaron e incubaron con segundos anticuerpos para ratón, conejo o 

cabra  conjugados  con  peroxidasa  de  alfalfa.  Las  bandas  se  detectaron  por 

quimiolumuniscencia usando ECL o ECL Advance. 

Microscopía Confocal.  Células LP07 se sembraron sobre cubreobjetos en D-

MEM.  Se  tiñeron  con  un  marcador  mitocondrial  específico,  MitoTracker  Red  580 

(Molecular probes) (100 nM, 45 min a 37o C) y con un marcador nuclear, Hoescht (5µg/ 

mL,  10 min  a 37o  C).  Luego se fijaron en 4% paraformaldehído,  12% sacarosa.  Se 

bloquearon en 1% BSA, 0.3% Triton X- 100, PBS, pH 7.4, en cámara húmeda por 1 hr. 

a temperatura ambiente. Las células fijadas y bloqueadas se incubaron con el primer 

anticuerpo en 1% BSA, 0.3% Triton X- 100, PBS, pH 7.4, a 4º C, overnight en cámara 

húmeda;  luego  se  lavaron  y  se  incubaron  con  un  segundo  anticuerpo  anti  ratón 

conjugado con el marcador fluorescente verde Cy2, por 1 hr. a temperatura ambiente. 

Finalmente, los  cubreobjetos se lavaron y se montaron sobre portaobjetos en medio de 

montaje  Fluorsave  (Calbiochem).  Las  muestras  se  estudiaron  en  un  microscopio 

confocal Nikon C1.

Microscopía  electrónica  con  inmuno-  marcación. Células  LP07  se 

resuspendieron  en  formaldehído,  se  deshidrataron  y  se  embebieron  en  LR  White 

(Carreras  et  al,  2004).  Se utilizó  el  anticuerpo primario  anti  fosfo-  ERK1/2  diluido 

1:100 en PBS. Las grillas se contrastaron con 1% acetato de uranilo. El inespecífico se 

sustrajo mediante incubación en 5% suero de cabra al comienzo del procedimiento. Las 



muestras se observaron en un microscopio electrónico de transmisión Zeiss EM- 109 T 

a 80 kv.

Inmuno- precipitación. Las fracciones citosólica y mitocondrial (500 y 300 g 

de proteína, respectivamente) se inmuno- precipitaron en buffer de lisis (50 mM Tris, 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 % glicerol, 0.5% Nonidet P- 40, 1 mM 

MgCl2, 1 mM PMSF, 5 g/ mL leupeptina, 5 g/ mL pepstatina, 5 g/ mL aprotinina, 

25 mM NaF y 1 mM NaVO4, pH 7.4) con los primeros anticuerpos apropiados, por 2 

hs., u overnight a 4º C. Luego se agregó proteína A/ G- agarosa (Santa Cruz) o proteína 

G-  agarosa  (Sigma)  para  precipitar  los  inmuno-  complejos,  por  1  hr.  a  4º  C.  Los 

complejos se lavaron luego en buffer de lisis, y se hirvieron en buffer de siembra previo 

a la corrida electroforética (Proietti et al, 2005). 

Ensayo de actividad kinasa. Los ensayos de fosforilación  in vitro se llevaron a 

cabo siguiendo a Hochbaum y col. (2003), pero sin el agregado de DTT en los buffers, 

dado  que  los  tratamientos  realizados  eran  precisamente  reacciones  de  oxidación. 

Brevemente, se inmuno- precipitaron MEK, MKK3, MKK4, ERK1/2, p38 y JNK1/2 en 

buffer de lisis (20 mM HEPES, 2.5 mM MgCl2, 10 mM EDTA, 1% NP- 40, 0.1% SDS, 

40 mM β- glicerofosfato, 2 mM NaVO4, en presencia de inhibidores de proteasas, pH 

7.5), como se describe en el párrafo anterior. Se utilizaron la proteína mielina básica 

(MBP) y ATF- 2 como sustratos de ERK1/ 2 y, JNK1/ 2 y p38 respectivamente. La 

proteína humana recombinante ERK1- GST fusionada a agarosa (Stressgen) se utilizó 

como sustrato de MEK. Las proteínas inmuno- precipitadas se lavaron una vez en PBS, 

1% NP-  40,  2  mM  NaVO4,  una  vez  en  100  mM  Tris,  0.5  M LiCl,  pH 7.5,  y  se 

resuspendieron en buffer de reacción  kinasa (12.5 mM MOPS, pH 7.5, 12.5 mM  β- 

glicerofosfato,  7.5  mM  MgCl2,  0.5  mM  EGTA,  0.5  mM  NaF,  0.5 µΜ NaVO4).  Se 

incubaron con H2O2 15 min a temperatura  ambiente  cuando correspondía.  Luego se 

lavaron y resuspendieron en buffer de reacción kinasa. Las duplas MAPKK/ MAPK o 

MAPK/ sustrato se incubaron en presencia de 1 mM ATP y γ-ATP (10 µCi/ reacción) a 

30º C por 30 min. La reacción  se frenó por el  agregado de buffer de siembra.  Las 

muestras se corrieron en SDS- PAGE y se reveló por autorradiografía. La actividad de 

p38 se determinó utilizando un ensayo de fosforilación no radioactivo (Cell Signaling) 



siguiendo las instrucciones del fabricante, nuevamente evitando el agregado de DTT. Se 

desarrollaron en paralelo inmuno- precipitaciones para determinar la especificidad de 

los anticuerpos por western blot. 

Ensayo de interacción de MAPK. Para estudiar la interacción entre MAPK, las 

fracciones citosólica y mitocondrial (500 y 300  µg respectivamente) se incubaron en 

presencia de la proteína recombinante humana ERK1- GST fusionada a agarosa, o de 

las proteínas recombinantes humanas JNK2 o p38, inmuno- inmovilizadas en agarosa 

mediante anticuerpos específicos, en el buffer de lisis descripto en el párrafo anterior, 

overnight a 4º C. ERK1, p38 y JNK2 se oxidaron con H2O2 cuando correspondía, por 15 

min. Tras la incubación, las partículas de agarosa con los complejos proteicos, fueron 

precipitadas, lavadas 3 veces en buffer de lisis y luego hervidas en buffer de siembra. 

Finalmente las muestras se corrieron en SDS-PAGE, y se revelaron las membranas con 

MEK, MKK3 o MKK4 respectivamente, y los anticuerpos de MAPKs correspondientes 

como control de carga.

Materiales.  Citocromo c,  Cu/Zn SOD, xantina,  xantina oxidasa,  calmodulina, 

tetrahidrobiopterina,  Tris,  NADPH, NADH, FAD, FMN, sacarosa,  glucosa,  HEPES, 

EDTA, EGTA, succinato,  glicerol,  Nonidet P- 40, ditiotreitol,  leupeptina,  aprotinina, 

PMSF, pepstatina, Percoll, KCN, ácido  p- hidroxifenilacético, peroxidasa de alfalfa, L-

arginina, L- glutamina, L- NMMA, manitol, BSA, antimicina A, Tween 20, Triton X-

100,  diclorofluorescina  diacetato  (DHCF-DA),  catalasa,  glutation,  H2O2 y  3- amino-

1,2,4- triazol  (ATZ) son de Sigma Chemical  Co.  (St.  Louis,  MO, USA).  Mn- SOD 

mimetic  TBAP  es  de  Calbiochem.  La  tripsina  es  de  Gibco  BRL.  Los  anticuerpos 

monoclonales  anti  NOS neuronal  (N-31020)  y policlonales  anti  NOS endotelial  (N-

30300)  son de Transduction  Laboratoriess.  El  policlonal  anti  macrophage  NOS (sc- 

650) es de Santa Cruz. Los anticuerpos secundarios son de GE Health Care Biosciences. 

Los anticuerpos anti MAPK y MAPKK son de Cell Signaling. El anticuerpo anti ciclina 

D1 y anti p38 (para inmunoprecipitación) son de Santa Cruz. L- [2,3,-3H]- Arginina y la 

[H3]timidina  son  de  NEN  (Boston,  MA,  USA). La  solución  de  acrilamida,  las 

membranas de PVDF, y el ECL son de GE Health Care Biosciences. La solución de NO 

(1.2- 1.8 mM) se prepara burbujeando gas NO (AGA GAS Inc., Maumee, OH) en agua 



des- gaseada con He por 30 min a temperatura ambiente y se guarda por una semana a 

4º C.

Análisis de los datos. Los datos se analizaron por ANOVA de una vía, y por 

método de Scheffé de comparaciones a posteriori.  Se comprobaron los supuestos de 

normalidad y homocedacia. 

Resultados





Estructura y función mitocondrial. Luego del aislamiento y la purificación, las 

mitocondrias de tumores se mostraron mas voluminosas y bizarras que las mitocondrias 

obtenidas  de los respectivos tejidos controles;  se observó asimismo forma y tamaño 

mitocondrial variable, con pérdida de crestas y tendencia a la agregación (Fig. 27). Para 

examinar las funciones mitocondriales ligadas a la conversión de energía, se examinó la 

tasa  de  transferencia  de  electrones  en  las  diferentes  preparaciones,  con  aceptores 

específicos para los distintos complejos de la cadena respiratoria.  De este modo,  las 

mitocondrias  de  embriones  o  neonatos  y  las  organelas  tumorales  presentaron  baja 

actividad  de los  complejos  I-  III,  II-  III  y  IV,  respecto del  hígado adulto  (Tabla  1; 

p<0.05).

La disminución de la actividad de la óxido nítrico sintasa mitocondrial y el 
peróxido de hidrógeno, relacionan la proliferación tumoral persistente al 

comportamiento embrionario.

Figura 27. Microfotografías de mitocondrias purificadas de pulmón normal de ratón 

(A) y glándula mamaria lactante (C)  y, del tumor murino pulmonar P07 (B)  y del 

adenocarcinoma de mama M3 (D). Las mitocondrias se purificaron como se 

describe en métodos. Barra = 0.33 μm.

Primera parte
            



mtNOS en tejidos  normales  y  tumorales. La mtNOS se  encontró  expresada 

tanto en las mitocondrias murinas normales como tumorales, así como también  en la 

línea  celular  tumoral  humana  MCF7.  Sin  embargo,  el  nivel  de  proteína  expresado 

resultó  dependiente  del tipo de tumor.  En M3 y MM3, la  expresión de mtNOS fue 

menor  que en tejidos  normales,  y  similar  a  la  expresión en mitocondrias  de hígado 

proliferante (E19) y glándula mamaria de rata preñada. En cambio, las mitocondrias de 



P07 presentaron una expresión robusta de mtNOS, similar a la del hígado adulto (Fig. 

28A,  izq.).  Sin  embargo,  e  independientemente  de  la  expresión  de  la  proteína,  la 

actividad  de mtNOS se mostró  marcadamente  disminuida  en todas  las  mitocondrias 

tumorales, y al mismo nivel que las mitocondrias de hígado fetal o glándula mamaria 

(Fig. 28A, der.). Por lo tanto, la relación entre la actividad de la mtNOS y su expresión 

resultó marcadamente inferior en tumores que en tejidos normales (Fig. 28A, inset). 

Como se describió previamente (Giulivi  et al, 1998; Elfering  et al, 2002; Riobo et al, 

2002), la mtNOS de 140 kDa fue reconocida tanto en tejidos sanos como tumorales por 

anticuerpos anti- iNOS y anti- nNOS. En tumores, también se detectó en el citosol la 

presencia de una isoforma de 140 kDa con la misma inmuno- reactividad (Fig. 28B). No 

se encontró eNOS en ninguna de las diferentes fracciones subcelulares. Es interesante 

que en los tejidos sanos, la actividad de mtNOS fue dependiente de la concentración de 

Ca2+ mientras  que  el  Ca2+ no  modificó  apreciablemente  la  actividad  de  mtNOS  en 

tejidos tumorales.

Figura 28. Expresión de NOS mitocondrial en tumores. En  A (izq.),  western blot 

representativo y densitometría de la mtNOS en los adenocarcinomas murinos de 

mama M3, MM3 y pulmón P07 (negro); se compara la mtNOS tumoral con la de 

hígado  adulto  (gris)  y  la  presente  en  tejidos  proliferantes  como  el  hígado  de 

embrión de rata E19 y la glándula mamaria lactante (blanco). La densitometría de 

mtNOS se  expresa  como la  media  ±  E.S.  de  5  experimentos  independientes,  en 

unidades arbitrarias (U. A.). En A (der.), se muestra la actividad de mtNOS en los 

diferentes grupos estudiados; en el Inset, la relación entre la actividad y la expresión 

de mtNOS. En B, se muestra un western blot representativo de las NOS citosólicas y 

la mitocondrial de las líneas derivadas de los tumores en cuestión, y de la línea de 

adenocarcinoma humano MCF7. *p<0.05 respecto del hígado adulto.



Producción  de  H2O2 dependiente  de  mtNOS. La  mitocondria  es  la  fuente 

principal  de  producción  de  O2
- y  de  su  producto  dismutado  por  Mn-SOD,  el  H2O2 

(Boveris et al, 1997). La tasa de producción de O2
- y H2O2 aumenta al inhibir la cadena 

de transporte de electrones a nivel del complejo III por antimicina (véase introducción 

para más detalle). En este estudio, las mitocondrias tumorales presentaron una marcada 

disminución  en  la  velocidad  de  producción  de  H2O2  con antimicina  respecto  de  las 

organelas  de hígado adulto;  asimismo,  éste  parámetro  fue 50% menor  en el  hígado 

proliferante de E19 que en el órgano adulto (Fig. 29). Fisiológicamente, el óxido nítrico 

inhibe la citocromo oxidasa y el sitio b- c1 en el complejo III e incrementa el nivel del 

radical  ubisemiquinona,  que cede  electrones  al  O2 y  conduce  a  la  formación  de O2
- 

(Poderoso et al, 1996 y 1999). De acuerdo con este análisis, se observó que cuando las 

mitocondrias se suplementaron solamente con L- arginina, el sustrato de la NOS, las 

organelas  de  hígado  adulto  alcanzaron  casi  el  90%  de  la  velocidad  máxima  de 

producción de H2O2, adquirida con antimicina. En cambio, ni los tumores ni los tejidos 

embrionarios o proliferantes pudieron alcanzar ese porcentaje de producción de H2O2 en 

presencia del sustrato. Este efecto deriva de una limitada concentración de NO en la 

matriz mitocondrial,  que se debe a su vez a una actividad disminuida de la mtNOS en 

tejidos tumorales y proliferantes. 

Respuesta de la mitocondria tumoral al óxido nítrico. La mitocondria tumoral 

utiliza el NO de manera diferente que las organelas normales. De este modo, el pico de 

producción de H2O2  dependiente de NO en mitocondrias de tumores  M3 y MM3 fue 

alrededor de 50% del obtenido en hígado de ratón adulto, mientras que las mitocondrias 

del tumor P07 tuvieron una respuesta aún mas pobre (17% respecto de hígado adulto) 

(Fig. 30). Asimismo, el pico máximo de H2O2  se observó entre concentraciones de NO 

de 0.25- 0.75 µM en M3, MM3 y P07 y, a 2 µM NO en el hígado de ratón adulto. En 



todos  los  casos,  las  curvas  ascendentes  y  descendentes  de  producción  de  H2O2 

representan la utilización preferencial del O2
- para producir H2O2 o, con mayor [NO] en 

la matriz, para la formación de peroxinitrito, de acuerdo con las constantes de velocidad 

de las respectivas reacciones [10] y [11]: k1 = 2 x 109 M –1  seg.–1; k2 = 1.9 x 1010 M –1 

seg.–1 (Poderoso et al, 1999).

O2
 .– + NO                        ONOO–      [10]

O2
.– + O2

.– + 2H+                      H2O2 + O2 [11]

Asimismo,  las  curvas  tumorales  indican  una  respuesta  limitada  al  NO y una 

relativamente rápida transición de la reacción [11] a la [10]. Además, los tumores y los 

tejidos proliferantes presentan un 30- 60% de la actividad de Mn- SOD con respecto al 

hígado adulto (p<0.05, tabla 2).

Figura 29. Producción de H2O2 dependiente de mtNOS.  La producción de H2O2 

mitocondrial de hígado adulto (gris), hígado fetal E19 (blanco) y tumores (negro) se 

siguió fluorométricamente a través de la oxidación del ácido p- hidroxifenilacético 

dependiente de H2O2 por la peroxidasa de alfalfa. Comparativamente, la reacción se 

realizó  suplementando la  preparación  de  mitocondrias  (0.15  mg/  ml)  con 2  μM 

antimicina o 100 μM L- arginina, en presencia de 10 mM succinato de sodio. Los 

efectos de la arginina se refieren a la velocidad de producción de H2O2 dependiente 

de NO específicamente, ya que fue inhibida por el inhibidor de la NOS, L- NMMA 

(1 mM). *p<0.05 respecto del hígado adulto.



Células tumorales y concentración de H2O2 en el estado estacionario. El H2O2 

difunde fuera de la mitocondria y contribuye a la concentración de H2O2 en el citosol en 

el estado estacionario ([H2O2]ss) (Boveris et al, 1997). La [H2O2]ss también depende del 

catabolismo  de  las  enzimas  catalasa  y  glutation  peroxidasa,  las  cuales  en  tumores 

presentaron no más del  5- 40% de actividad con respecto al tejido adulto (Tabla 2). Por 

lo tanto, la [H2O2]ss dependiente de NO puede ser calculada de acuerdo a la ecuación 1 

Figura 30.  Efecto del óxido nítrico sobre la producción mitocondrial de H
2
O

2
 en 

tumores. Las mitocondrias aisladas de los tumores MM3 (Δ), M3 (o), y P07(▲) (0.15 

mg/ ml) se suplementaron con alícuotas de una solución anaeróbica de NO (1.2 mM) 

en cubetas selladas de 2 ml, y se determinó la producción de H
2
O

2
 durante 20 min, 

como en la figura 29. Se comparó con mitocondrias provenientes de hígado adulto 

(inset). Cada punto representa la media de tres experimentos independientes, cada 

uno por duplicado.



(donde +d[H2O2 ]/ dt es la velocidad de producción de H2O2 dependiente de L- arginina, 

k3  es  la  constante  de  reacción  de  segundo orden para  el  catabolismo del  H2O2 por 

catalasa, y k4 la constante para la reacción catalizada por glutation peroxidasa (Boveris 

et al, 1997).

[H2O2]ss= +d[H2O2]/dt / (k31 [catalasa] + k4 [glutation peroxidasa]) [Ec.1]

De acuerdo con esta ecuación, la [H2O2]ss dependiente de NO se estimó en 4- 8 

x 10-11 M en hígado proliferante y tumores, y cerca de dos órdenes de magnitud mayor 

(10-9 M), en hígado adulto. Una contribución significativa del H2O2 dependiente de NO 

a los oxidantes totales de la célula se observó por citometría de flujo; los hepatocitos 

adultos aislados exhibieron mayor  fluorescencia  al  ser incubados con DCFH, lo que 

indica una mayor concentración de oxidantes intracelulares que en tumores o células 

NMuMG proliferantes (Fig. 31A; p<0.05). Más aún, en presencia de L- arginina,  la 

[H2O2]ss dependiente de NO estimada, se correlaciona con la fluorescencia en las líneas 

tumorales  y  los  hepatocitos  aislados  (r2 =  0.8,  Fig.  31B).  Es  notable  que  dada  una 

producción similar de H2O2 mitocondrial, la fluorescencia media de las líneas tumorales 

LM3, LMM3 y LP07 fue más alta que la de los hepatocitos proliferantes aislados de 

neonatos P2 (Fig. 31B; p<0.05); este efecto de una fluorescencia tumoral media mayor 

que la de hepatocitos proliferantes, integra la baja producción de H2O2 y las limitadas 

actividades de catalasa y glutation peroxidasa. (Tabla 2, Ec.1).





Figura 31.  Concentración espontánea de H
2
O

2
 en el estado estacionario de tejidos 

normales y tumorales. A)  En el centro, fluorescencia de DCFH en las líneas 

tumorales murinas LM3 (gris claro), LMM3 (gris oscuro) y LP07 (negro), y en la 

línea inmortalizada de glándula mamaria murina NMuMG, en comparación con 

hepatocitos proliferantes aislados de ratas recién nacidas P2 (izq.) y hepatocitos 

adultos quiescentes P90 (der.). Las células se incubaron con 5 μM DCFH por 30 min, 

se lavaron y se examinaron por citometría de flujo. En todos los casos, se determinó 

la población viva con ioduro de propidio al 0.005%. B) La media de fluorescencia vs

la [H
2
O

2
]ss dependiente de NO calculada de acuerdo a la Ec. [1]. Los datos 

representan la media ± E.S. de tres experimentos independientes; * p< 0.05 respecto 

del hepatocito adulto, y ** p< 0.05 respecto de ambos hepatocitos, proliferantes y 

adultos.



El H2O2 modula la proliferación de células tumorales. Para relacionar el estado 

redox  con  la  progresión  del  ciclo  celular,  estudiamos  el  comportamiento  de  líneas 

celulares tumorales en respuesta a diferentes concentraciones de H2O2. Como se muestra 

en la figura 32, las células tumorales mostraron una respuesta bifásica, caracterizada por 

un  incremento  en  la  proliferación  a  concentraciones  bajas  de  H2O2 (0.1-  10  µM, 

promedio 1 µM H2O2) (5- 20%; p<0.05) y una aguda inhibición de la proliferación a 

mayor  concentración  de  H2O2;  a  100-  200  µM  H2O2,  el  ciclo  celular  se  arresta 

completamente y/  o se activan mecanismos de muerte celular (p< 0.05). Las células 

normales NMuMG, con menor concentración de oxidantes intracelulares de acuerdo a la 

fluorescencia con DCFH, mostraron una fase de proliferación más duradera, tolerando 

mayores  concentraciones  de H2O2,  tan  altas  como 500 µM. De acuerdo a  la  Ec.  1, 

cuando  las  células  se  tratan  con  el  inhibidor  de  la  catalasa,  ATZ,  aumenta  la 

concentración de H2O2 citosólico, y en consecuencia devienen muy sensibles al mismo, 

razón por la cual, exhiben un marcado decremento en la proliferación con respecto al 

control (Fig 32; p<0.001).

Figura 32. Efecto dual de H
2
O

2
 sobre la proliferación de células tumorales. Se evaluó 

el efecto de concentraciones crecientes de H
2
O

2
 solo (•) o en presencia de 5 mM del 

inhibidor de la catalasa ATZ (o) en las líneas tumorales LM3, LMM3 y LP07 y en la 

línea NMuMG. Los datos representan la media ± E.S. de tres experimentos 

independientes, cada uno por octuplicado.* p<0.05 respecto al basal sin H
2
O

2
 y, # 

respecto a las células tratadas con H
2
O

2
 solamente.



Señalización celular  en  líneas  tumorales  e  hígado proliferante.  Estudiamos 

entonces la expresión de ciclina D1, una proteína involucrada en la proliferación celular, 

así  como  también  la  actividad  de  ERK1/  2  y  p38,  las  cuales  participan  en  la 

proliferación, y en el arresto del ciclo celular y la apoptosis; y en la modulación de la 

ciclina D1. Ciclina D1 se encontró sobre- expresada en las líneas tumorales y también 

en  el  hígado fetal  proliferante  E19,  mientras  que se  encontró  poco expresada  en el 

hígado  quiescente  de  rata  adulta  (Fig.  33).  En  cambio,  p38  presentó  su  máxima 

expresión en hígado de rata adulta y estaba particularmente activa en este tejido (Fig. 

33). La ciclina D1 presentó una modulación dual ante el tratamiento con H2O2 en células 

tumorales; en LP07 y a baja concentración de H2O2 (1 µM), la expresión de ciclina D1 

aumentó un 100%, mientras que a mayor concentración (50 µM) disminuyó hasta el 

25% del control.  Dependiendo del tiempo de exposición al tratamiento con H2O2, se 

observó una respuesta similar en las células LM3 (+25 y –75%, respectivamente, Fig. 

34). El H2O2 provocó también una activación diferencial de MAPKs; en LP07 y a 1 µM 

H2O2, fosfo- ERK1/ 2 incrementó más de 15 veces con respecto al control sin estímulo, 

y disminuyó marcadamente con la mayor concentración de H2O2, mientras que  fosfo- 

p38 aumentó 4 veces respecto al control a 50 µM H2O2 (Fig. 34).

Figura 33.  Nivel de expresión de ciclina D1 y fosfo- p38 en líneas celulares 

tumorales, y en hepatocitos proliferantes de E19 y adultos quiescentes.

Figura 34. Modulación dual del H
2
O

2
 sobre las cascadas proliferativas en las células 

tumorales LM3 y LP07. Las células se expusieron a 1 y 50 μM H
2
O

2
 y luego se 

lisaron en presencia de inhibidores de fosfatasas. La expresión de ciclina D1 y, la 

expresión y actividad de ERK1/ 2 y p38 se detectaron con anticuerpos específicos 

luego de 1- 3 h, 1 h y 30 min de exposición al H
2
O

2
 respectivamente. C son células 

control sin H
2
O

2
.





•  Los resultados de esta primera parte de la  tesis fueron publicados en 

Cancer  Research,  63:  6370-77,  2003.  Decreased  mitochondrial  nitric  oxide 

synthase activity and hydrogen peroxide relate persistent tumoral proliferation to  

embryonic behaviour. Soledad Galli, Mariana Inés Labato, Elisa Bal de Kier Joffé, 

María Cecilia Carreras y Juan José Poderoso.

• Con los resultados de esta primera etapa, la  autora obtuvo el  Premio 
“Iniciación  en  la  Investigación  Científica” otorgado  por  la  Facultad  de 
Farmacia y Bioquímica de la UBA, año 2003.



EL peróxido de hidrógeno modula el tráfico de MAPKs y la progresión del 
ciclo celular en células tumorales

Segunda parte       



El H2O2 deriva en efectos opuestos sobre la progresión del ciclo celular y los  

caminos de señalización intracelular. El estado redox influye en la decisión del destino 

final de la célula en cuanto a proliferación, arresto del ciclo celular o apoptosis (ver 

introducción para mayor detalle). En la primera parte de los resultados, se mostró que 

concentraciones crecientes de H2O2, 1- 250 μM, hacían variar la tasa de proliferación en 

las células tumorales LP07, desde un fenotipo altamente proliferante a un fenotipo de 

arresto;  y este efecto se veía exacerbado por el inhibidor de la catalasa (Galli  et al, 

2003). En esta segunda parte, se repitió el experimento en  presencia de [3H]- timidina, 

y  se  observó  que  el  tratamiento  con  1  μM  H2O2,  ocasionaba  más  de  un  20%  de 

incremento en la proliferación, mientras que 50 μM H2O2 reducía la tasa proliferativa al 

60%  del  control.  Para  determinar  si  estos  efectos  opuestos  estaban  mediados  por 

MAPKs,  se  midió  la  incorporación  de  timidina  tras  preincubar  las  células  con  los 

inhibidores  de  las  vías  de  kinasas  apropiados:  U0126  (ERK),  SB202190  (p38)  y 

SP600125 (JNK). U0126 inhibió el  aumento en la proliferación,  mientras que no se 

observó efecto con SB202190 o SP600125 al estimular con 1 M H2O2. En cambio, 

SB202190 y SP600125 restauraron completamente el  arresto ocasionado por 50  μM 

H2O2, y no se observó modificación con U0126 (Fig. 35A). Por lo tanto, dependiendo de 

la concentración de oxidantes, ERK, o p38 y JNK, gobiernan los diferentes destinos de 

las células tumorales.

La expresión de la ciclina D1 se asocia con el compromiso de la célula para 

entrar en fase S del ciclo celular (Pestell et al, 1999), lo cual culmina en la división de la 

célula.  Al  estudiar  la  ciclina  D1,  observamos que el  patrón de expresión siguió los 

efectos vistos en el ensayo de proliferación. En este sentido, hubo un aumento de la 

cantidad de proteína tras estimular con 1 M H2O2, que fue revertido con el inhibidor 

de la vía de ERK, U0126. Por el contrario, se observó disminución de la expresión de 

ciclina D1 con 50 μM H2O2, que fue revertido por los inhibidores de p38 y JNK (Fig. 

35B).



 

Figura 35. Efecto dual del H
2
O

2
 sobre la progresión del ciclo celular en células LP07. 

A) Ensayo de proliferación medido por  incorporación de [H3]- timidina. Las células 

se estimularon con dos concentraciones de H
2
O

2
 en presencia o ausencia de los 

inhibidores de las vías de MAPKs, U0126 (ERK), SB202190 (p38) y SP600125 (JNK). * 

p< 0.05 con respecto al control. B) Expresión de ciclina D1 determinada por western 

blot sobre las células LP07, tras la estimulación en ausencia o presencia de los 

inhibidores de MAPKs. 
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La disminución en la proliferación observada tras la estimulación con 50  µM 

H2O2 podría deberse a que ocasiona un arresto en el ciclo celular, o bien a que conduce 

las  células  a apoptosis.  Para determinar  cual  era  el  proceso desencadenado por  esta 

concentración  de  H2O2,  evaluamos  por  citometría  de  flujo  y  tinción  con  ioduro  de 

propidio, los estadios del ciclo en el que se encontraban las células tras los tratamientos 

con  H2O2.  En  todos  los  casos  se  observaron  los  picos  diploide  y  tetraploide, 

correspondientes a células vivas y en activa división. Con alta [H2O2] no se observó un 

incremento significativo en el pico hipodiploide, característico de células apoptóticas 

(Fig.  36A).  Asimismo,  se evaluó la apoptosis temprana de las células LP07 tras ser 

estimuladas  con  H2O2  por  citometría  de  flujo,  usando  Anexina  V;  este  compuesto 

reconoce  a  la  fosfatidil-  serina,  un  antígeno  que  la  célula  expone  en  su  membrana 

cuando está entrando en apoptosis. No se observó positivo para la tinción con Anexina 

V ni aún tras la estimulación con 50 µM H2O2. (Fig 36B).  

Figura 36. Determinación de arresto del ciclo celular y apoptosis.  A) se evaluó la 

progresión del ciclo celular por tinción con ioduro de propidio (IP) y citometría de 

flujo. Los resultados se presentan como un histograma de frecuencias. Los dos picos 

principales que se observan son los picos diploide y tetraploide (de izq.  a der.), 

correspondientes  a  células  vivas  y  en  activa  división.  Hacia  la  izquierda  se 

encuentra  el  pico  hipodiploide,  correspondiente  a  las  células  apoptóticas,  que 

presentan DNA fragmentado.  B) Determinación de apoptosis por tinción conjunta 

con Anexina V y ioduro de propidio, y citometría de flujo. En el panel del superior 

se grafica un histograma de  frecuencias para la fluorescencia verde correspondiente 

a la Anexina.  En todos los casos el  resultado es  negativo (< 101,  en la escala de 

intensidad de fluorescencia verde). En el panel inferior se grafica un dot plot para 

las dos intensidades de fluorescencia, correspondientes al IP (naranja) y a la anexina 

V (verde). En todos los casos se observa que las células son negativas para ambos 

fluoróforos.  
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MAPK en la  mitocondria. Luego se intentó  establecer  la  participación  de la 

mitocondria  en la  respuesta  celular  y  en los caminos  de señalización  en las  células 

tumorales LP07, tanto en condiciones de proliferación como de arresto. Previamente se 

ha reportado la presencia de ERK, p38 y JNK en la mitocondria (Alonso  et al, 2004, 

Baines et al, 2002). Nuestro grupo encontró que ERK estaba presente en la mitocondria 

de cerebro de rata, y que su expresión estaba modulada durante el desarrollo (Alonso et  

al,  2004).  Más aún,  la  activación  del  ERK mitocondrial  era  dependiente  del  estado 

redox,  y  cambiaba  por  un  incremento  de  H2O2 ya  sea  endógeno  o  exógeno.  Estos 

resultados  apoyan  la  idea  que  bajo  H2O2 producido  en  la  mitocondria  favorecía  la 

fosforilación de ERK en la organela, y lo contrario con alta [H2O2]. 

En el presente trabajo, se estableció la presencia de MAPKs en las mitocondrias 

de LP07 por microscopía confocal,  usando anticuerpos específicos contra las formas 

fosforiladas de ERK1/ 2, p38 y JNK, y siguiendo su localización en mitocondria con un 

marcador  específico  para  esta  organela,  el  Mitotracker  Red  580  (Fig.  37A).  Estos 

resultados se confirmaron para ERK por inmuno- marcación y microscopía electrónica 

de transmisión, en la cual se buscó específicamente la presencia de fosfo- ERK dentro 

de la mitocondria (Fig. 37B). 

Figura 37.  Co- localización de las MAPKs en mitocondrias de LP07. A) Microscopía 

confocal utilizando anticuerpos específicos anti MAPKs y un marcador específico de 

mitocondria, el MitoTracker Red 580. Panel superior: P- ERK; panel medio: P- JNK, 

panel inferior: P- p38.  Barra: 10  µm.  B) serie de fotografías correspondientes a la 

inmuno- marcación específica para P- ERK1/2 seguido de microscopía electrónica de 

transmisión. Las flechas indican los puntos correspondientes a las bolitas de oro 

conjugadas al segundo anticuerpo.

 Anticuerpo específico (Cy2) 
 MitoTracker Red 580 Co- localización



Para determinar la influencia de la expresión de ERK en la translocación hacia la 

mitocondria,  se  transfectaron  las  células  LP07  con  una  quimera  que  contenía  a  la 

proteína ERK2 fusionada a la proteína fluorescente verde (GFP). Se pudo observar un 

incremento de ERK2- GFP en la mitocondria tanto por microscopía confocal, como por 

western blot (Fig 38). 

Figura 38. Translocación de ERK2 a la mitocondria luego de transfectar a las células 

LP07 con un plásmido que contenía la kinasa ERK2 fusionada a la proteína 

fluorescente verde (GFP). A)  western blot, tras la estimulación de las células con 

H
2
O

2
; B) microscopía confocal, utilizando MitoTracker Red 580. Se muestran dos 

fotos obtenidas en las mismas condiciones normales de cultivo. Barra: 10 µm.
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Una vez  corroborada  la  presencia  de  MAPKs en  las  mitocondrias  de  LP07, 

intentamos determinar en que parte de la mitocondria se localizaban preferencialmente. 

Para esto, obtuvimos las fracciones submitocondriales (membrana externa, membrana 

interna, espacio intermembrana y matriz mitocondrial) y se buscó la presencia de las 

enzimas por western blot con anticuerpos específicos. Observamos en todos los casos 

que  tanto  las  MAPKs  como  las  MAPKKs  se  localizaban  preferencialmente  en  la 

membrana  externa  y  el  espacio  intermembrana  (Fig.  39).  Este  resultado  había  sido 

previamente observado por nuestro grupo en mitocondrias de cerebro de rata (Alonso et  

al, 2004) para la kinasa ERK.



El tráfico de kinasas dependiente del estado redox, incluye el compartimiento 

mitocondrial. El  propósito  principal  en  esta  parte  del  estudio  era  acertar  el  tráfico 

dinámico de MAPKs en respuesta al estímulo oxidativo, así como también explorar el 

rol de la mitocondria sobre el circuito intracelular de las kinasas y sus efectos finales. 

Para esto se obtuvieron las fracciones subcelulares -citosol, mitocondrias y núcleos- de 

las células LP07, y se siguió el tráfico y la activación de  ERK1/ 2, p38 y JNK1/ 2 por 

western blot, tras la estimulación con 1 y 50 μM H2O2, durante un período prolongado 

de  tiempo.  Las  fracciones  obtenidas  estaban  libres  de  contaminantes  unas  de  otras, 

según  pudimos  comprobar,  y  como  se  muestra  y  detalla  en  la  parte  de  figuras 

adicionales (Fig. 49). 

Figura 39.  Localización submitocondrial de MAPKs y MAPKKs. Se obtuvieron las 

fracciones submitocondriales (ME: membrana externa, EIM: espacio intermembrana, 

MA: matriz mitocondrial, MI: membrana interna) como se detalla en materiales y 

métodos. Las kinasas se visualizaron  por western blot mediante anticuerpos 

específicos. M: mitocondria, Mitop: mitoplastos, vesículas de membrana interna que 

encierran matriz mitocondrial.  



Los resultados de las cinéticas de activación muestran diferencias remarcables 

en cuanto a la respuesta de las MAPKs. Cuando las células fueron estimuladas con 1 

μM  H2O2,  se  observó  un  rápido  incremento  de  ERK1/  2  fosforilado  (P-  ERK) 

paralelamente  en  mitocondria,  citosol  y  núcleo;  las  variaciones  de  P-  ERK1/  2  se 

asociaron a cambios análogos de ERK total en mitocondria y núcleo. Luego de 30 min 

de incubación, P-ERK retornaba a su nivel basal en mitocondria y citosol, mientras que 

era  retenido  en la  fracción  nuclear.  Tras  estimulación  con 50  μM H2O2,  la  cinética 

observada  en  el  compartimiento  citosólico  era  prácticamente  la  misma,  pero  por  el 

contrario, ERK era retenido en la mitocondria mientras decaía velozmente en el núcleo 

(Fig. 40). La suma de las áreas bajo las curvas fue constante, lo que sugiere que las 

retenciones opuestas en uno u otro compartimiento son dependientes. Es sabido que la 

permanencia de ERK en el núcleo es necesaria para que ocurran los efectos últimos 

desencadenados por estas moléculas (Pouysségur  et al, 2002; Brunet  et al, 1999), no 

siendo  suficiente  la  entrada  transitoria  de  las  mismas.  En  este  sentido,  la  retención 

ocasionada  con  el  estímulo  1  µM  H2O2  se  condice  con  los  efectos  proliferativos 

observados por incorporación de timidina, y con el aumento en la expresión de ciclina 

D1. Estos resultados nos llevan a pensar que la mitocondria tendría un rol regulatorio 

sobre el circuito de la kinasa, proveyendo constantemente P- ERK al núcleo cuando el 

estímulo oxidativo es bajo, pero retendiéndolo cuando es mayor. 

Figura 40. Cinética de activación y redistribución de ERK1/ 2. Se estimularon las 

células con 1 (azul) y 50 (rosa) µM H
2
O

2
. Luego se obtuvieron las fracciones 

subcelulares -citosol, mitocondria y núcleo- y se analizó por western blot el tráfico 

de las formas fosforilada y total de ERK1/ 2. En el panel superior se muestran 

gráficos de densitometría en función del tiempo para cada compartimiento 

subcelular. Los valores fueron obtenidos a partir de 5 experimentos independientes. 

En el panel inferior se muestran western blots representativos.



En  contraste  con  la  cinética  de  ERK,  JNK1/  2  y  p38  se  vieron  poco 

influenciados por la estimulación con baja concentración de H2O2 (1 µM). Sin embargo, 

con 50 µM de estímulo, las formas fosforiladas tanto de JNK como p38 (P- JNK y P- 

p38),  aumentaron  en  citosol  y  mitocondria,  y  translocaron  al  núcleo,  donde 

permanecieron por un periodo prolongado de tiempo. P- p38 mostró una salida de la 

mitocondria a los pocos minutos post- estimulación, que correlaciona con su entrada al 

núcleo. P- JNK si bien no mostró una salida neta de la mitocondria, si volvió a su estado 

basal, a medida que se observaba aumento de la kinasa en el núcleo. Es decir, que en 

ambos casos no se observó la retención mitocondrial observada para ERK, con  50 µM 

H2O2. Por lo tanto, una vez más, la mitocondria estaría actuando como modulador de la 

entrada de las MAPKs al núcleo. Destacamos que la retención nuclear observada para 

estas kinasas al ser estimuladas las células con alta [H2O2], se relaciona con los efectos 

redox  sobre  la  progresión  del  ciclo  celular.  Las  cinéticas  de  P-  JNK1/  2  y  P-  p38 

también se vieron asociadas a cambios semejantes en la proteína total (Fig. 41). 



Figura 41. Cinética de activación y redistribución de A)  p38 y B)  JNK. Gráficos y 

estimulación igual que en figura 40.
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MAPKs kinasas en mitocondria. ERK1/ 2, p38 y JNK1/ 2 son fosforilados en 

residuos  tirosina  o  treonina  por  sus  kinasas  upstream MEK1/  2,  MKK3 y  MKK4, 

respectivamente.  Considerando  que  el  paso  por  la  mitocondria  involucra  un  nuevo 

punto de vista en cuando a señalización celular, es importante determinar la presencia 

del las MAPKKs en la organela,  y su respuesta a la estimulación con oxidantes,  así 

como también el tráfico a través de los compartimientos subcelulares. Como se observa 

en la figura 42, a 1 µM H2O2, P- MEK1/2 y MEK total disminuyen marcadamente en la 

mitocondria y aumentan en el citosol, lo que sugiere que la liberación de MEK de la 

mitocondria,  contribuye  al  pool  citosólico.  A  50  µM  H2O2,  P-  MEK  aumenta  en 

mitocondria y citosol. MKK3 y MKK4 no presentaron cambios significativos con baja 

concentración  de  H2O2.  Sin  embargo,  tras  la   estimulación  con 50  µM H2O2,  estas 

MAPKKs manifestaron una salida de la mitocondria, en paralelo con un aumento del 

pool citosólico y nuclear (Fig. 43) (cabe destacar que estas dos MAPKKs son capaces 

de translocar al núcleo, y no así MEK que presenta una secuencia de exclusión nuclear 

(ver introducción para mayor detalle y Torii et al, 2004). Estos resultados sugieren que 

las MAPKKs se mueven fuera de la mitocondria y hacia el citosol, y núcleo en el caso 

de MKK3 y MKK4, lo cual  favorecería  la interacción con sus proteínas blanco.  La 

activación diferencial a 1 y 50 µM H2O2 de MAPKKs contribuiría a la regulación del 

tráfico  de  MAPKs,  y  una  vez  más,  la  mitocondria  actuaría  como  regulador  de  la 

disponibilidad de kinasas en los compartimientos citosólico y nuclear. 

Figura 42:  Cinética de activación y redistribución de MEK. Gráficos y estimulación 

igual que en figura 40. En rojo: 1 µM H
2
O

2
; en verde: 50 µM H

2
O

2
.



Figura 43.  Cinética de activación y redistribución de A)  MKK4 y B)  MKK3. En el 

panel izq. se muestran western blots representativos de cada fracción subcelular 

tratada con 1 y 50 µM H
2
O

2
. En el panel der. Se muestran las densitometrías en 

unidades arbitrarias (U.A.) de 3 experimentos independientes. Las rectas 

corresponden a las velocidades iniciales de activación de las kinasas para cada 

fracción; se indica la pendiente de las mismas.
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La oxidación favorece diferencialmente la fosforilación de MAPKs, pero no 

su actividad catalítica intrínseca. Hasta aquí se describieron los efectos diferenciales 

del  H2O2 sobre el  tráfico  de MAPKs y la  progresión del  ciclo  celular,  así  como la 

presencia  de  las  kinasas  en  la  mitocondria.  La  pregunta  pendiente  es,  cuál  es  el 

mecanismo por el cual el H2O2  es capaz de lograr la activación de MAPK de manera 

específica y diferencial. Para responder esta pregunta, primero determinamos los efectos 

del H2O2 sobre la fosforilación de MAPKs, y sobre su actividad catalítica intrínseca, a 

través  de  ensayos  de  fosforilación  in  vitro.  Para  esto  utilizamos  la  proteína 

recombinante ERK1 fusionada a GST y agarosa (como sustrato de MEK), o bien se 

inmuno- precipitaron ERK, p38 y JNK a partir de extractos celulares en condiciones 

normales  de  cultivo,  las  cuales  luego  fueron  oxidadas  con  0.1-  10  μM H2O2  y 

subsecuentemente  enfrentadas  con  sus  MAPKKs  o  sus  sustratos  respectivos,  en 

presencia  de  32P-  γATP.  Es  de  destacar,  que  para  estos  ensayos  in  vitro se  utilizó 

sustancialmente  menos  H2O2 para  evitar  la  desnaturalización  de  las  proteínas.  Las 

MAPKs cambiaron significativamente su nivel de fosforilación tras la oxidación al ser 

incubadas con las kinasas upstream; ERK se vio preferencialmente fosforilado cuando 

se oxidó con baja concentración de H2O2  (0.1- 1  µM), y la eficiencia de fosforilación 

disminuyó con alta concentración de H2O2. Por el contrario, p38 y JNK incrementaron 

su nivel de fosforilación tras la oxidación con alta concentración de H2O2 (Fig. 44). 

Estos  resultados  sugieren  que  la  oxidación  de  las  MAPKs  favorece  que  sean 

fosforiladas por sus respectivas MAPKKs, y esto lleva a un incremento del efecto final 

específico de la MAPK, dado que su actividad catalítica intrínseca depende de su estado 

de  fosforilación.  Por  su  parte,  la  oxidación  de  MAPKs  no  afectó  la  fosforilación 

resultante sobre la proteína de mielina básica (MBP) o ATF- 2, sustratos respectivos de 

ERK o, p38 y JNK. Esto indica, que la actividad catalítica intrínseca de la kinasa no se 

ve afectada por la oxidación de la molécula. 



Figura 44. Ensayos de fosforilación in vitro. Se utilizó la proteína recombinante 

ERK1 fusionada a GST agarosa (como sustrato de MEK), o bien se inmuno- 

precipitaron ERK, p38 y JNK de extractos citosólicos en condiciones basales de 

cultivo. Se inmuno- precipitaron asimismo MAPKKs de los mismos extractos, y se 

realizaron dos ensayos en paralelo: en el primer caso, se co- incubaron las MAPKs, 

previa oxidación, con sus correspondientes MAPKKs en presencia de 32P- γATP y 

se evaluó la fosforilación de la MAPK; en el segundo caso, se enfrentó a la 

MAPK, tras la oxidación, con un sustrato y se estudió la fosforilación del 

mismo por autorradiografía. En todos los casos se muestra el control de 

carga de todas las kinasas y los sustratos, realizados por western blot y 

revelados con anticuerpos específicos. Mock: en todos los casos se realizó un 

control incubando al sustrato, ya sea la MAPK propiamente dicha o la 

proteína básica de mielina (BMP) o ATF- 2, en ausencia de la proteína 

activadora (MAPKK o MAPK respectivamente).



Eficiencia de interacción MAPK- MAPKK estimulada por H2O2 en citosol y 

mitocondria.  Los efectos diferentes del H2O2  sobre las kinasas, recaen probablemente 

sobre cambios conformacionales específicos que favorecen estericamente la interacción 

entre  las  MAPKs  y  sus  respectivas  MAPKs.  Para  investigar  esta  hipótesis,  se 

desarrollaron  ensayos  de  interacción  proteína-  proteína.  Esencialmente,  la  proteína 

recombinante ERK1- GST unida covalentemente a bolitas de agarosa, o las proteínas 

recombinantes p38 y JNK2 inmovilizadas mediante anticuerpos específicos a pelotas de 

agarosa,  se  oxidaron  con  concentraciones  crecientes  de  H2O2 como  se  describió 

anteriormente,  y  se  incubaron  posteriormente  con  las  fracciones  citosólica  o 

mitocondrial de células LP07 en condiciones normales de cultivo.  Se buscó luego la 

formación de complejos MEK- ERK, MKK3- p38 y MKK4- JNK por western blot. Los 

resultados mostraron que la oxidación de ERK1- GST con baja concentración de H2O2, 

resultó  en  una  marcada  asociación  de  MEK  a  ERK,  así  como  en  una  marcada 

fosforilación de ERK, tanto en mitocondria como en citosol (Fig. 45). Asimismo, es 

notable que se ve favorecida la formación del dímero ERK1- GST- ERK endógeno tras 

la oxidación suave de la kinasa. Esta interacción se mostró desestabilizada con mayor 

nivel de oxidación de la molécula. Del mismo modo, los ensayos de unión con p38 y 

JNK mostraron que la interacción con sus respectivas MAPKKs se veía favorecida tras 

la  incubación  con alta  concentración  de H2O2,  en mitocondria,  y en el  caso de p38 

también se vio favorecida la formación del dímero entre la proteína recombinante y la 

endógena con 10 µM H2O2. Estos resultados sugieren que la oxidación de las MAPKs le 

confiere un cambio conformacional a la molécula que determina una mejor interacción 

con sus proteínas activadoras, siendo esto al menos en parte, la causa de la adquisición 

de los mayores niveles de fosforilación tras la oxidación. Asimismo, cabe destacar la 

diferente sensibilidad de las MAPKs, a la oxidación, que posiblemente determinaría la 

activación diferencial  de uno u otro camino de señalización dependiendo del  estado 

redox de la célula.



El H2O2 modifica diferencialmente la unión de las MAPKs a sus MAPKKs  in 

vivo.  En un paso posterior se intentó estudiar si las interacciones MAPKs- MAPKKs 

vistas in vitro eran representativas del comportamiento fisiológico. Para eso, se inmuno- 

precipitaron P- MEK y p38 en mitocondria  y citosol de LP07, luego de haber  sido 

estimuladas con H2O2  1 y 50  µM, y se buscó la formación de complejos por western 

blot. La co- immunoprecipitación de P- MEK con P- ERK incrementó marcadamente 

con baja concentración de H2O2, pero se vio disminuida con concentración más alta. De 

acuerdo con esto, se vio asimismo que la proporción de ERK total unida a MEK era 

menor con 50 µM H2O2, pero cuando éste estaba unido, era fosforilado por MEK. En 

Figura 45. Ensayos de interacción MAPK- MAPKK. Se utilizó la proteína 

recombinante humana ERK1 unida covalentemente a agarosa, o las proteínas 

recombinantes humanas p38 y JNK inmovilizadas en agarosa por medio de un 

anticuerpo primario específico y un segundo anticuerpo conjugado con agarosa. 

Estos complejos se incubaron overnight con extractos mitocondriales o citosólicos de 

células LP07 en condiciones normales de cultivo. Las asociaciones se detectaron por 

western blot con anticuerpos específicos. M: ensayo sin proteína recombinante.



cuanto  a  p38,  se  observó  que  la  formación  del  complejo  p38-  MKK3  se  veía 

incrementada tras la estimulación con alta concentración de H2O2 (Fig. 46). 

Figura 46. Ensayos de interacción MAPK- MAPKK in vivo. Células LP07 se 

estimularon con 1 y 50 µM H
2
O

2
. Luego se obtuvieron las fracciones mitocondrial y 

citosólica, y se realizaron sobre las mismas los experimentos de co-

inmunoprecipitación. A)  Se inmuno- precipitó la forma fosforilada de MEK de 

ambos extractos, y se reveló luego con ERK total y fosforilado. En el panel de la 

izquierda se observa un western blot representativo de 5. En el panel de la derecha 

se observan las densitometrías promedio en unidades arbitrarias (U.A.). B)  Se 

inmuno- precipitó en ambos extractos a p38, y luego se reveló con fosfo- p38 y 

MKK3. Paneles izquierda y derecha igual que en A.
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Discusión



Primera parte

Estudios  recientes  proponen  un  mecanismo  molecular  común  así  como  un 

comportamiento  biológico  similar  entre  tejidos  tumorales  y  embrionarios  (Chodosh, 

2002; Tsai y McKay, 2002). Los resultados aquí expuestos sugieren que se requiere un 

aumento en los niveles de NO y H2O2 mitocondrial para la transición en el desarrollo de 

proliferación  a  quiescencia,  y  que  limitaciones  críticas  a  esta  secuencia  podrían 

contribuir a una proliferación tumoral des- regulada y persistente. Asimismo, en este 

estudio se analizó por primera vez el rol de la óxido nítrico mitocondrial en el cáncer. 

La promoción de la proliferación requiere una inhibición controlada de la respiración 

mitocondrial (Simonnet et al, 2002). De acuerdo con esto, la actividad mitocondrial en 

organelas tumorales y en tejidos proliferantes se mantuvo entre el 20- 30% respecto de 

las organelas de tejidos quiescentes (Tabla 1). De este modo, una baja síntesis de ATP 

acoplada al transporte de electrones, un bajo contenido de complejos mitocondriales y la 

eliminación  del  DNA  mitocondrial  correlacionan  con  un  crecimiento  tumoral  más 

rápido y agresivo (Simonnet et al, 2002), y con alto comportamiento invasivo (Amuthan 

et  al,  2002).  En  cambio,  la  completa  despolarización  del  potencial  de  membrana 

mitocondrial dependiente de la respiración (Holmuhamedov et al, 2002) o, la inhibición 

crítica del complejo I (Armstrong et al, 2001) (que también resulta en un aumento de 

NO en la  matriz,  Riobó  et  al,  2001),  pueden inducir  un  arresto  del  ciclo  celular  y 

apoptosis.  En  conexión  con  la  disminución  en  la  transferencia  de  electrones,  las 

mitocondrias de tejidos proliferantes y tumorales solo retienen entre el 20- 50% de la 

máxima  producción  de  H2O2 con  respecto  a  las  organelas  provenientes  de  tejidos 

adultos, cuando se tratan con antimicina (Fig. 29). De acuerdo con los datos de la tabla 

1  y  con  Simmonet  y  col.  (2002),  se  supone  que  las  diferencias  surgen  de  las 

concentraciones relativas de los componentes de la cadena respiratoria, que contribuyen 

a la formación de O2
-/ H2O2 así como también a la succinato deshidrogenasa (complejo 

II) o al ubiquinol (complejo III). Es interesante que la eliminación de enzimas y/ o la 

mutación especifica en genes del complejo II lleva al desarrollo de tumores como el 

paraganglioma (Ackrell, 2002).



Nuestro  grupo  reportó  que  la  mtNOS  está  sujeta  a  modulación  durante  el 

desarrollo (Riobo et al, 2002). Aquí demostramos que los tejidos proliferantes presentan 

baja  actividad  mtNOS mientras  que  los  tejidos  estables  presentan  alta  actividad  de 

mtNOS. La actividad específica parece preservarse durante el desarrollo. Sin embargo, 

se necesita de más información para determinar la causa de la baja actividad mtNOS en 

los tumores.  La reducida actividad de esta enzima con respecto a su expresión y su 

pobre respuesta al calcio en los diferentes compartimentos celulares, es coherente con la 

existencia de una mtNOS no funcional.

De  acuerdo  con  los  mecanismos  de  utilización  de  NO  en  la  mitocondria 

(Poderoso  et al, 1999), la modulación de la mtNOS influye en el estado redox de la 

célula y en los caminos de señalización intracelular (Riobo et al, 2002; Giulivi, 1998). 

Un marcado aumento del contenido y actividad de la mtNOS durante la transición de 

tejido en proliferación a tejido quiescente lleva a una mayor concentración de H2O2 en 

el estado estacionario, y viceversa. De la misma manera, el desarrollo del neuroblasto a 

neurona madura se asocia con un aumento de la mtNOS y el H2O2 en cerebro y cerebelo 

de rata (Riobo et al, 2002). Sobre estas bases, una muy baja actividad de mtNOS y una 

respuesta  limitada  al  NO,  hace  que  la  [H2O2]ss  tumoral  se  aproxime  a  aquella 

desarrollada por los tejidos fetales. Por lo tanto la actividad de mtNOS, la producción 

mitocondrial  de  H2O2 y  la  [H2O2]ss  dependiente  de  NO  van  de  la  mano  con  la 

concentración total de oxidantes en la célula y varía enormemente entre la quiescencia y 

la  proliferación  normal  o  de células  tumorales  (Fig.  31).  En hepatocitos  adultos,  la 

[H2O2]ss  dependiente  de  NO  se  mostró  coherente  con  la  fluorescencia  intracelular 

obtenida en hepatocitos aislados por perfusión de hígado de rata.  (Boveris y Cadenas, 

1997) (Figs. 31). Por lo tanto, a pesar que los peroxisomas también contribuyen a la 

[H2O2]ss, la contribución de la mitocondria para determinar el estado redox celular a lo 

largo de los procesos vitales de la célula, es sumamente importante. Por ejemplo, los 

efectos de la cascada de TNF sobre el balance entre la supervivencia y la apoptosis son 

regulados  mediante  la  modulación  del  transporte  de  electrones  y  la  producción  de 

especies reactivas del O2 en la mitocondria; estos efectos no se manifiestan en presencia 

de inhibidores mitocondriales o en células sin mtDNA o sin mitocondrias (Navdeep et  

al,  2001).  Asimismo,  el  H2O2 ha  sido alternativamente considerado como un agente 

proliferante o como un promotor del arresto del ciclo celular y de la apoptosis. Como 



demostraron Davies (1999) y Antunes y Cadenas (2001), concentraciones crecientes de 

H2O2 promueven  señales  opuestas.  En  este  trabajo,  la  proliferación  celular  tumoral 

depende  de  la  concentración  del  H2O2 (Fig.  32),  lo  que  sugiere  que  las  células 

cancerosas  responden  a  este  estímulo  del  mismo  modo  que  lo  hacen  las  células 

normales; se deduce entonces que,  in vivo y a baja mtNOS y [H2O2]ss, se favorece la 

proliferación  celular,  mientras  que  el  arresto  del  ciclo  y  la  apoptosis  ocurrirían  a 

concentraciones mayores de mtNOS y H2O2. De acuerdo con esto, un aumento en la 

expresión  y  actividad  de  mtNOS  en  mitocondrias  de  hígado  y  cerebro  han  sido 

relacionados  a  la  liberación  de  citocromo  c  y  apoptosis  (Denis  y  Bennet,  2003; 

Ghauforifar  et al, 1999). Se sugiere por lo tanto que, a) las células tumorales no son 

capaces de incrementar la actividad de la mtNOS en el ciclo celular como lo hacen las 

células normales; b) la falta de la contribución mitocondrial resulta en una [H2O2]ss fija 

y no modulable  que puede ser una plataforma general  para sostener  la proliferación 

tumoral e impedir la progresión del ciclo hacia el arresto y la apoptosis.

El  “baile  reciproco  entre  el  cáncer  y  el  desarrollo”  (Chodosh,  2002)  queda 

representado aquí por una actividad similar de ciclina D1 y MAPKs en tumores y en 

tejidos  proliferantes  y/  o  en  desarrollo;  de  acuerdo  con  esto,  ratones  transgénicos 

diseñados  para  sobre-  expresar  la  ciclina  D1  en  la  glándula  mamaria,  exhiben  un 

desarrollo precoz de la mama,  similar al  observado durante el embarazo.  Asimismo, 

nuestros resultados muestran que la expresión en tumores de ciclina D1 y la activación 

de cascadas proliferativas (ERK1/ 2) o pro- apoptóticas (p38) están sujetas a efectos 

duales del H2O2 (Fig. 33 y 34); en estas condiciones el tiempo de exposición al H2O2 es 

compatible con una activación a largo plazo de MAPKs y con un efecto importante en 

la expresión de la ciclina D1 y en la progresión del ciclo celular (Meloche et al, 1992). 

Estos resultados sugieren de manera contundente que tanto en tejidos normales como 

tumorales,  la  actividad  mitocondrial  y  la  concentración  de  H2O2 en  el  estado 

estacionario  dependiente  de  mtNOS,  participan  en  el  balance  entre  las  cascadas  de 

señalización que contribuyen a mantener las condiciones para el crecimiento tumoral 

descontrolado.  El  NO y el  H2O2 derivado pueden contribuir  a  la  actividad  de otras 

proteínas  mitocondriales  pro-  apoptóticas;  de  acuerdo  con  esto,  el  antioxidante  N- 

acetil-  L-  cisteina  suprime  la  apoptosis  dependiente  de  NO en  células  tumorales  al 

prevenir el incremento en los niveles de la proteína Bax (Ho et al, 1997). En el contexto 



analizado,  los  efectos  del  NO  mitocondrial  podrían  terminar  con  la  expresión  de 

isoformas  mutadas  de  las  NOS,  que  se  asociarían  a  diferentes  efectos  sobre  la 

señalización en tumores.  Por ejemplo,  la disrupción del gen de la iNOS clásica o la 

inhibición de la NOS pueden respectivamente promover o evitar la tumorigénesis en 

ratones  apc  (-/ -) (Scott  et al, 2001; Ahn y Ohshima, 2001). Los efectos de la iNOS 

clásica sobre la invasión tumoral pueden depender en una compleja relación entre el 

tumor y el hospedador. Sin embargo, la actividad defectuosa de la mtNOS tumoral va 

en el mismo sentido que reportes anteriores que vinculan la pérdida de la expresión de 

la  iNOS  y  la  resistencia  a  la  apoptosis  por  NO  endógeno  con  un  aumento  en  la 

metástasis y la progresión tumoral (Shi et al, 2000; Xie y Huang, 2003). Finalmente, el 

NO juega  un  rol  antioxidante  importante  en  células  y  mitocondrias  (Paxinou  et  al, 

2001).  Por  lo  tanto,  una  prolongada  exposición  de  la  mitocondria  a  bajas 

concentraciones de O2 en la matriz, podría contribuir a la formación de mitocondrias 

neoplásicas, que llevaría finalmente a la disminución de la transferencia de electrones y 

a la producción de especies reactivas del oxígeno.



Segunda parte

Los resultados de esta segunda etapa, muestran que los cambios en la respuesta 

celular relacionados con las cascadas de MAPKs, debidos a variaciones en el estado 

redox, son consecuencia de una compleja secuencia de eventos que incluye la oxidación 

de proteínas, y cambios conformacionales que alteran la exposición de sitios de unión 

proteína- proteína. En este sendido, Kamata y Hirata (1999) discuten en una revisión 

que  el  H2O2 es  capaz  de  modificar  caminos  de  señalización,  que  el  efecto  de  este 

oxidante  podría  deberse  a  la  oxidación  misma  de  las  proteínas,  y  en  particular  los 

residuos cisteína serían los aminoácidos blanco, en donde se daría preferencialmente 

esta reacción de oxidación. Así, se observaron efectos redox en las vías de la fosfolipasa 

C (PLCγ) que lleva a un aumento en la concentración de calcio en citosol a partir de 

reservorios  intracelulares;  también  en la  vía  del  inositol  trifosfato (IP3).  Las  serina/ 

treonina fosfatasas también son moduladas por redox: se ha descripto que la oxidación 

del residuo cisteína presente en el sitio activo de MKP1 y MKP2A inhibe la actividad 

enzimática de las mismas (Nemani  y Lee,  1993). Por su parte,  Lander y  col (1995) 

observaron que Ras era activado por estrés oxidativo; en particular, vieron que el NO 

reaccionaba con un residuo cisteína expuesto sobre la superficie de la molécula, y esto 

ocasionaba su activación. Kamata y Hirata (1999) también mencionan una modulación 

dual de los oxidantes sobre los caminos de señalización celular: mientras que estimulan 

muchos receptores tirosina kinasas, PLCγ, MAPKs, entre otros, la oxidación en residuos 

cisteína  resulta  en  la  inactivación  de  muchos  factores  de  transcripción,  entre  estos, 

NFκB, Myb, p53 y AP- 1.  

Los  residuos  cisteína  reaccionan  con  H2O2 para  dar  tres  derivados:  el  ácido 

sulfénico, -SOH; el ácido sulfínico, -SOOH; y el ácido sulfónico, -SOOOH. Se acepta 

que la oxidación para dar Cys- SOH, es reversible; sin embargo es un intermediario 

inestable y susceptible de mayor oxidación, siendo esta irreversible (Cho et al, 2004). 

Se ha propuesto que la formación de puentes disulfuro con cisteínas vecinas, evitaría la 

mayor  oxidación  de  las  mismas,  previniendo  entonces  la  pérdida  irreversible  de  la 

funcionalidad de la proteína (Savitsky y Finkel, 2002). 



En  nuestro  trabajo,  observamos  que  las  vías  de  MAPKs  se  activan 

diferencialmente  con H2O2.  En  particular,  1  µM H2O2 conduce  a  un aumento  en  la 

proliferación, aumento en la expresión de ciclina D1, y asimismo desencadena todo un 

tráfico intercompartimental de la kinasa ERK, que culmina con su entrada al núcleo, en 

donde ejercería  sus efectos  intrínsecos  culminando en la  división celular.  Asimismo 

observamos que in vitro, la oxidación suave de la kinasa (0.1- 1 µM H2O2) favorece su 

interacción con MEK, y un aumento en la fosforilación (Figs. 35, 36 y 40 a 45). Esta 

concentración de H2O2 no ocasiona cambios significativos sobre el tráfico de JNK y 

p38. Contrariamente, 50 µM H2O2, ocasiona arresto del ciclo celular, disminución en la 

expresión de ciclina D1, y un tráfico coordinado de JNK y p38, que culmina con la 

entrada de ambas kinasas al núcleo. Por su parte, la interacción de estas proteínas con 

sus respectivas MAPKKs, así como su fosforilación, se ve favorecida tras la oxidación 

fuerte de las moléculas (10 µM H2O2) (Figs. 41 a 45). Es decir, que ERK1/ 2 y, por otro 

lado  JNK  y  p38  manifiestan  distinta  sensibilidad  a  la  oxidación,  y  esto  sería 

probablemente la causa de la activación y tráfico diferencial que se observan in vivo, en 

las células LP07. Estudiamos entonces las secuencias aminoacídicas de estas kinasas en 

busca de una posible interpretación de los resultados hasta aquí obtenidos.  En todos los 

casos, las kinasas muestran entre 5 y 7 cisteínas en toda la secuencia, y estas no estarían 

formando puentes disulfuro, de acuerdo a un cálculo probabilístico desarrollado con el 

programa DiANNA, servidor  web:  http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/ (Ferre  y 

Clote, 2005). Sin embargo detectamos una diferencia importante en la distribución de 

estos  residuos  en  el  dominio  de  interacción  proteína-  proteíana  de  las  kinasas.  Las 

MAPKs poseen dos sitios de interacción proteína- proteína: el dominio CD (common 

docking) ha sido bastante estudiado, y se compone de una serie de aminoácidos ácidos 

rodeados  por  un  conjunto  de  aminoácids  hidrofóbicos  (se  muestra  en  la  figura  47, 

encerrado  en  un  óvalo  azul).  Este  sitio  interaccionaría  con  aminoácidos  básicos 

localizados en los sustratos o en las MAPKKs o MAPK fosfatasas (Tanoue y Nishida, 

2003).  Por  su  parte,Tanoue  y  col.  (2001)  vieron  que  además  del  dominio  CD,  las 

kinasas  interactuaban  de  forma  específica  son  sus  sustratos  y  MAPKKs  por  otro 

dominio,  altamente  conservado,  al  que  llamaron  dominio  ED,  por  su  contenido  de 

aminoácidos  aspártico  y  glutámico  (Fig.  47,  encerrado  en  amarillo).  Estos  autores 

sugieren que en la estructura de la molécula, los dominios CD y ED estarían formando 



un  bolsillo,  con  alta  especificidad,  en  el  cual  encajaría  la  MAPKK  o  el  sustrato 

correspondiente (Fig. 48). Lo interesante de esto resulta de observar que ERK, posee 

dos residuos cisteína en el dominio ED, mientras que p38 y JNK solo uno (Fig. 47, 

señalado con flechas rojas). Esto sería probablemente la causa de la diferencia en la 

sensibilidad a la oxidación que manifiestan las kinasas. En este sentido, pensamos que 

la oxidación de una de las dos cisteínas del dominio ED de ERK sería suficiente para 

favorecer la interacción con MEK, mientras que la oxidación de ambas, que ocurriría al 

aumentar la concentración del oxidante, llevaría a la desestabilización de la interacción 

probablemente por el exceso de cargas negativas ingresadas al entorno. La formación de 

puentes disulfuro entre estas dos cisteínas no sería posible, pues la distancia entre los 

carbonos α de las mismas es de 15 Ǻ, y para la formación de puentes, no debe superar 

los 8 Ǻ (Kosen, 1992). Por su parte, p38 y JNK requerirían mayor [H2O2] para oxidar el 

único residuo que muestran en las cercanías del dominio ED. En este momento estamos 

haciendo en el laboratorio estudios de espectrometría de masa tras la oxidación de las 

kinasas,  ya  sea  bloqueando  o  no  los  residuos  cisteína  con  4-  vinil-  piridina,  para 

determinar cuales aminoácidos son sustrato de la oxidación y participan por lo tanto del 

cambio conformacional que le estaría ocurriendo a la kinasa. 



Figura 47. Secuencias aminoacídicas de A)  ERK, B)   p38 y C)  JNK. En amarillo se 

encierran los dominios de interacción ED, según (Tanoue et al, 2001) en el caso de 

ERK y p38. En el caso de JNK lo concluimos por homología con los dominios en las 

otras dos kinasas, y de acuerdo con el sitio de interacción mostrado por el programa 

PDB (protein data bank) de secuencias aminoacídicas. Las flechas indican los 

residuos cisteína localizados en las proximidades del sitio de interacción. En azul se 

encierra el dominio CD.
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Figura 48.  Estructuras de ERK y p38. Estructura tridimensional de A)  ERK y B)  p38. 

Los círculos amarillos indican los aminoácidos del dominio CD. Los círculos blancos  

encierran los aminoácidos del dominio ED. El asterisco indica el sitio activo. Tomada 

de Tanoue y col. (2001). C)  Representación esquemática del bolsillo de docking. Se 

indican los dominios CD y ED, y los aminoácidos que los componen.
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La mitocondria  toma un rol  importante  como moduladora  del  circuito  de las 

kinasas y de su efecto final  en cuanto al destino celular. En este sentido observamos 

que tanto para ERK tras la estimulación con 1 µM H2O2,  como para p38 y JNK al ser 

estimuladas las células con 50 µM H2O2, ocurre un aumento de la kinasa fosforilada en 

la mitocondria, y luego hay una salida de la misma, en paralelo con la retención nuclear 

de  las  MAPKs.  En este  sentido  pensamos  que  la  mitocondria  estaría  generando un 

suministro  constante  de  MAPKs  fosforiladas  al  núcleo  de  la  célula.  Una  vez  que 

aumenta  la  [H2O2],  P-  MEK es  liberado  de  la  mitocondria;  aparentemente,  el  pool 

mitocondrial de MEK y P- MEK contribuyen al aumento de esta kinasa en el citosol. En 

este punto, nos preguntamos si MEK activa ERK en citosol o en mitocondria. De la 

figura  40,  deducimos  que  a  tiempos  cortos,  podría  ser  que  active  ERK  en  ambas 

fracciones,  pero la activación  sostenida  (>30 min  post estímulo)  se daría  solo en la 

mitocondria. MEK fosforilaría a ERK unido a la membrana mitocondrial externa (Figs. 

39  y  42).  Una  vez  fosforilado,  ERK es  liberado  de  la  mitocondria  y  contribuye  a 

sostener la señal nuclear. Contrariamente, a 50 µM H2O2 observamos retención de ERK 

en la mitochondria. Este fenómeno podría deberse a la disminución en la capacidad de 

interactuar  con  ERK o MEK de  la  kinasa  oxidada  (Figs.  40  y  45).  Varios  autores 

reportaron  que para  la  entrada  de ERK al  núcleo  es  necesario  que esta  kinasa  esté 

formando un homodímero (Khokhlatchev  et al, 1998; Adachi  et al, 1999). Pensamos 

que para que ocurra la salida de ERK de la mitocondria hacia el núcleo, posiblemente se 

requiera la formación de este dímero. Al estar desfavorecida, la kinasa se acumularía en 

la mitocondria. Queda por estudiar si la mutante de ERK, H176E L4A ERK2, que es 

incapaz de formar dímeros con otra molécula de ERK (Khokhlatchev et al, 1998) podría 

traslocar hacia y fuera de la mitocondria. Por lo tanto, con alta [H2O2], si bien P- ERK y 

P- MEK están presentes en mitocondria, las condiciones no estarían dadas para sostener 

una alta tasa de fosforilación de ERK. Como se muestra en la figura 46, in vivo, tanto la 

interacción  MEK-  ERK,  como  la  fosforilación  de  ERK  están  disminuidas,  y 

consecuentemente, el tiempo de retención nuclear es significativamente menor. Aún no 

hemos definido si la retención en el espacio intermembrana constituye un impedimento 

estérico para la activación y liberación de ERK; pensamos que probablemente así sea. 



Por otra parte, con alta [H2O2], MKK3 y MKK4 son liberados de la mitocondria, 

al tiempo en que aumentan en citosol y núcleo (Fig. 43). En este sentido, pensamos que 

la  formación  de  dímeros  MKK3-  p38 y  MKK4-  JNK que  se  ve  favorecida  con la 

oxidación,  favorecería  la  activación  de  estas  kinasas,  que  viajarían  fuera  de  la 

mitocondria, y hacia el núcleo, acompañadas por sus respectivas MAPKKs. 

Discusión final

Los  resultados  expuestos  en  esta  Tesis,  muestran  una  relación  en  la 

concentración  de  H2O2 intracelular,  y  el  estadio  del  ciclo  celular;  baja  [H2O2]ss  se 

observa en tejidos proliferantes como hígado embrionario de rata, y células tumorales, 

mientras que la [H2O2]ss es mayor en tejidos quiescentes como el hígado de rata adulta 

(Fig. 31). Asimismo, se observa activación constitutiva de la vía de ERK1/ 2 en tejido 

embrionario y tumoral, mientras que en tejidos quiescentes, la cascada predominante es 

la de p38 (Fig. 33). De acuerdo con esto, observamos que la estimulación suave con 

H2O2 desencadena un tráfico intracelular de ERK, mientras que la oxidación fuerte, de 

JNK y p38 (Figs. 40 y 41). Estos hechos, sumados a que los tejidos neoplásicos son 

incapaces de aumentar la [H2O2]ss (Fig. 28 y 29, y discusión: primera parte), darían 

cuenta de la proliferación persistente que manifiestan las células tumorales.



 

Figuras 
adicionales



Fraccionamiento subcelular. Se obtuvieron las fraccioes subcelulares según se 

detalla en la parte de materiales y métodos. Se comprobó que las fracciones estuvieran 

libres de contaminación de unas con otras. Para esto, se siguió la presencia de DNA 

nuclear con ioduro de propidio y citometría de flujo, se detectó la presencia de proteínas 

específicas  mitocondriales  por  western  blot,  y  se  ensayó  la  actividad  de  lactato 

deshidrogenasa,  enzima  citosólica.  Se  observó  poca  o  nula  contaminación  de  las 

fracciones (Fig. 49).

Figura  49. Fraccionamiento  subcelular.  Control  de  pureza  de  las  diferentes 

fracciones subcelulares. A) Western blot utilizando anticuerpos específicos contra 

una subunidad del complejo I (panel superior) y una subunidad del complejo IV 

(panel inferior) de la cadena mitocondrial de transporte de electrones. B) tinción de 

DNA nuclear con ioduro de propidio, seguido por citometría de flujo. C) Actividad 

de  lactato  deshidrogenasa,  enzima  característica  de  citosol.  M:  mitocondria,  C: 

citosol, N: núcleo.
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