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REGULACION DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL POR ADP, O, Y NO
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El O, intracelular es necesario en concentraciones
adecuadas y controladas para sostener la respiracién
mitocondrial y la sintesis de ATP y para mantener al
minimo las reacciones de formacion de radicales libres
del oxigeno. La reaccion de la citocromo oxidasa reduci-
da con O, es muy rapida (107-10® M s') y la velocidad
de transferencia de electrones de la cadena respiratoria
a la citocromo oxidasa es el factor definitorio para definir
la concentracion operacional para la semivelocidad maxi-
ma de consumo de O, ([O,],,). La concentracion
intracelular de O, en los 6rganos y tejidos de mamife-
ros, 3-25 pM, se superpone con la concentracion critica,
2-6 pM O,, que limita la velocidad de la respiracion
mitocondrial.

El oxido nitrico (NO), producto de la sintetasa de oxi-
do nitrico (NOS) del endotelio vascular, con concentra-
ciones tisulares en el rango de 0.05-0.5pM NO ha sido
reconocido como un inhibidor de alta afinidad de la
citocromo oxidasa y de la respiracion mitocondrial en
forma competitiva con el O,

Los parametros clasicos para la descripcion de la
fosforilacién oxidativa son: (a) la velocidad de consumo
de O, en estado 3 o respiracion activa, en presencia de
exceso de substrato, ADP y Oz, con velocidades maxi-
mas de consumo de O, y produccion de ATP; (b) la ve-
locidad de consumo de O, en estado 4 o respiracion
controlada, en presencia de exceso de substrato y O,,
con velocidades bajas de consumo de O, , donde las
reacciones de transferencia de electrones son controla-
das vectorialmente por el potencial electroquimico del
H*; y (c) el control respiratorio, que es el cociente entre
el consumo de O, en estado 3/estado 4. Este valor
adimensional, usualmente entre 3 y 8, indica claramen-
te el papel del ADP en la regulacién del consumo de 0,
mitocondrial y provee un indice sensible para medir el
grado de acoplamiento y la integridad de la membranas
interna de las mitocondrias aisladas; y (d) el indice P/O,
o sea el nimero de fosfatos incorporados como ATP
(fosforilacién) por atomo (2 e’) de oxigeno consumido
(oxidacion).

La velocidad de la respiracion en estado 3 tiene una
relacién hiperbdlica con la concentracién de ADP; sien-
do [ADP] , (o K, . O incorrectamente Km , ) la con-
centracion de ADP que provee la semivelocidad maxi-
ma de respiracion, igual a 30 pM ADP para mitocondrias
de higado y a 52 yM ADP para mitocondrias de cora-
zon. Igualmente, la velocidad de la respiracién en esta-
do 3 tiene una relacién hiperbdlica con la concentracién
de O, la Vmax, y la [O,],, (o K, O, o incorrectamente
Km O,) se calculan por ajuste hiperbdlico. El valor pro-
medio es de 1.6 pM O, para el estado 3 de las
mitocondrias de higado y corazén. La Vmax calculada
de esta manera no difiere del consumo de O, medido en
medios de reaccién saturados con aire.

La dependencia de la respiracion en estado 4 res-
pecto de la concentracion de O, fue examinada en: (a)
la transicion al estado 5§ (anoxia) y (b) después de un
pulso de O, a mitocondrias andxicas y desenergizadas.
En ambos casos, el ajuste hiperbdlico de dO,/dt versus
[O,] produjo valores similares de Vmax y de [O,], . éstos
ultimos resultaron, en promedio, de 0.4 mM O, para las
mitocondrias de higado y corazon.

ElI NO reacciona con la citocromo oxidasa en sus for-
mas oxidada y reducida. En la forma reducida el NO se
une fuertemente al citocromo a,** y el Cu,* actia como
un segundo sitio de unién, mientras que en la forma oxi-
dada el NO se une al Cu,?. La actividad de la citocromo
oxidasa aislada y de particulas submitocondriales, asi
como la respiracion de particulas submitocondriales y
de mitocondrias aisladas es efectivamente inhibida por
el NO en el rango 0.05-1 pM. La unién del NO a la
hemoproteina y la inhibicion de la actividad enzimatica
son reversibles por lavado o por adicion de mioglobina o
hemoglobina al medio de reaccién. El grado de inhibi-
cion de la actividad de citocromo oxidasa depende de la
concentracién de O, en el medio de reaccién; aparente-
mente, el NO y el O, compiten por la unién al centro
binuclear formado por el Fe**del hemo a, y el Cu," de la
enzima. Luego, la inhibicion de la respiracién mitocondrial
por el NO puede expresarse como una funcién de la
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relacién [O,}/[NO]; la semi-inhibicion maxima de la res-
piracién en estado 3 se alcanza a una relacion 150 O, : 1
NO, lo que indica la alta afinidad del NO por la citocromo
oxidasa. Considerando la constante de reaccion de la
citocromo oxidasa con el O, y la 150 veces mayor
reactividad del NO con la enzima, la constante de reac-
cion del NO con la hemoproteina seria cercana al limite
de Smoluchovski ((10'° M.s'") para reacciones contro-
ladas por difusion, lo que implica que cada choque entre
las dos moleculas lleva a la formacion de complejo.

El NO, ademas de su efecto sobre la citocromo
oxidasa, inhibe la respiracion mitocondrial en el espacio
ubiquinona-citocromo b. Particulas submitocondriales de
corazon de rata adicionadas con 0.4-0.5 pM NO dismi-
nuyen su actividad de succinato-citocromo c reductasa
a la mitad y muestran reduccion del citocromo b. Esta
segunda accion del NO en la cadena respiratoria
mitocondrial lleva a velocidades aumentadas de produc-
cion de O, en particulas submitocondriales y de H,0,
en mitocondrias enteras y también requiere 0.4-0.5 pM
NO para un efecto semimaximo. Este efecto del NO es
también reversible, pero no depende de la relacién [O,)/
[NOJ. Se entiende que la produccion de O, se debe a la
autoxidacion de la ubisemiquinona (reaccion de Boveris-
Cadenas).

La consideracion de la regulacion del consumo celu-
lar de O, por la relacién [O,)/[NO] es de interés fisiologi-
co, ya que la concentracién de O, en los érganos de los
mamiferos, en general de 3-25 uM O,, y en el corazén
de 3-8 yM O,, se encuentra en un rango en el cual com-
pite con el NO, a su vez en concentraciones de 0.05-0.2
pM, en niveles que dependen de la estimulacion de la
NOS endotelial. La resultante es una inhibici6n fisiol6gi-
ca de la respiracion del 20-30 %.

Una distribucion tisular mas homogénea del O, se
obtiene por accion del NO liberado por la NOS endotelial
en respuesta a las situaciones de hipoxia o ischemia; el
NO aumenta la provisién de O, a través de la vasodila-
tacion y, a su vez, disminuye la velocidad respiratoria
por inhibicion de la citocromo oxidasa permitiendo al O,
difundir a mayores distancias a lo largo de su gradiente
de concentracion. Este efecto hace menos abrupto el
gradiente de la pO, en el tejido permitiendo un metabo-
lismo microaerébico en la transicion normoxia-anoxia.

La produccion mitocondrial de O,  dependiente de NO,
provee un mecanismo regulatorio para la remocion de la
inhibicion de la citocromo oxidasa por el propio NO. Una
concentracion creciente en rampa de NO en el tejido
hipéxico o andxico producira sucesivamente: (a) una in-
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hibicion de la citocromo oxidasa y del consumo de O,,
favorecida por la baja relacién [O,)/[NOJ; y (b) una inhibi-
cién de la transferencia de electrones en el espacio
ubiguinona-citocromo b. En condiciones de reoxigena-
cidén, la produccién y la concentracion en estado esta-
cionario de O,, aumentadas con respecto a las condi-
ciones normales, llevaran al establecimiento de un me-
canismo regulatorio por el cual el O, removera el NO
ligado reversiblemente a la citocromo oxidasa a través
de la reaccion de Moncada-Beckman (O, + NO =>
ONQO). El peroxinitrito (ONOO") a su vez, oxida en for-
ma monovalente a la ubiquinona generando ubisemi-
quinona y mas O, siguiendo en la remocion del NO, en
el llamado ciclo ubiquinol/NO (Poderoso-Cadenas). De
acuerdo con esta interpretacion, corazones de rata
perfundidos y latiendo, suplementados con un pulso de
bradiquinina, muestran también como pulsos, simulta-
neamente una inhibicion de la respiracion y una libera-
cién del NO al perfusado, y una ligeramente retrasada
liberacion de H,0, en el mismo perfusado.

Una NOS localizada en la membrana interna de las
mitocondrias de higado de rata ha sido recientemente
descripta. La enzima usa L-arginina (K _ 5-7 uM) y NADPH
y es activada por Ca?'; la actividad se determina facil-
mente en particluas submitocondriales, fragmentos
mitocondriales o mitocondrias permeabilizadas por
tolueno. La suplementaciéon de mitocondrias de higado
de rata con L-arginina o inhibidores de la NOS lleva, res-
pectivamente, a una inhibicién o a una aceleracion de la
respiracion, lo que parece indicar que la NOS mitocondrial
participa de la regulacion de la respiracién celular.
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