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PATHOPHYSIOLOGICAL ROLE OF MITOCHONDRIAL NITRIC OXIDE

Abstract.

The important role of nitric oxide (NO’) in biology has been subject of many studies in
past decades. Some biological properties of NO™ are mediated through increments of cyclic GMP
(cGMP); however, other NO’ functions are cGMP-independent. NO' is a gas that rapidly react
with hemoproteins, thiols, and superoxide anion (O,"). Mitochondria possess hemoproteins such
as cytochrome c oxidase (COX), proteins with thiols such as caspases, and it is the main
producer of O,". Consequently, mitochondria is the main intracellular target for NO". Physiological
relevant concentrations of NO’ react in a reversible manner and oxygen-concentration dependent
with the active site of COX suggesting a competitive antagonism between NO™ and O,. This
reaction redeem a critical role in the regulation of mitochondrial oxygen consumption of many cell
types, tissue and organs. The interaction of NO™ with mitochondrial thiol proteins, such as
caspase-3, is reversible and pH- and redox-dependent. This reaction is important in the
mitochondrial machinery that regulate apoptosis. Also, the reaction between NO™ and O," is
particularly rapid and the product, peroxynitrite (ONOQO), is a potent oxidant. The reactions of
ONOO" with possible mitochondrial targets are irreversible and cause mitochondrial dysfunction,
oxidative damage and apoptosis. The undesirable apoptotic reactions are involved in
pathogenesis such as certain types of cancer. The discovery of the mitochondrial nitric oxide
synthase (mtNOS) has open new avenues in the field of the NO'. mtNOS is a constitutive, active
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enzyme that generates NO" in a Ca’*-sensitive manner, regulate oxygen consumption,

electrochemical transmembrane potential (Dy), transmembranal H* gradient (DpH), ca*
homeostasis and ATP synthesis. It has been reported the formation of ONOOQO’, derived of the
production of NO™ by the mtNOS, that cause oxidative stress and the release of cytochrome ¢
from mitochondria, an important event in apoptosis. In this review we attempt to describe the
biological importance of mitochondrial nitric oxide and its pathophysiological role at the
mitochondrial level.

Keywords: nitric oxide; mitochondria; nitric-oxide synthase; hypertension; free radicals;
peroxynitrite.

El 6xido nitrico y la cadena respiratoria

El 6xido nitrico (NO") es un radical libre diatémico, de vida media corta y sintetizado en
los organismos vivos a partir de L-arginina por una familia de enzimas denominadas éxido nitrico
sintasas (NOS), cuya reaccion se muestra en la Figura 1. EI NO" es importante en la fisiologia de
muchos organismos, ya que esta implicado en diversos procesos, tales como la
neurotransmision, la vasodilatacion y la respuesta inmune. Diferentes isoformas de la NOS (Fig.
2) han sido caracterizadas: la NOSn y la NOSe (también denominada, NOS neuronal vy
endotelial, respectivamente), las cuales se expresan de manera constitutiva (Tabla 1); la NOSi
(NOS inducible) es sintetizada en respuesta a estimulos inmunolégicos o inflamatorios; y por
ultimo la NOSmt (NOS mitocondrial), la cual se ha sugerido es una modificacion postraduccional
de la NOSn (1). EI NO’ es capaz de reaccionar con metaloproteinas que contienen grupos hemo,
con el oxigeno y con especies reactivas de oxigeno (ERO) (1).

H
HaN,_+ NH; HON_ + NH> % 0. _NHs
‘: ‘ 10 H' [ 0.5H " Y
' 0.5 NADP
1.0 NF-.DF' INH NH
1.0MNADFH 0.5 NADPH
‘; e + +NO
92 Ho
+ - + =
H'aN HaN Co, HaN CO;
i, 3 - " Dmda
L-Arginina N-Hidroxiarginina L-Citrulina * nitrico

Figura 1. Reaccion general catalizada por las NOSs. La 6xido nitrico sintasa (NOS)
cataliza la oxidacién del amino guanidino de la L-arginina para generar 6xido nitrico y L-
citrulina, con la formacién del intermediario N"-Hidroxi-L-arginina. En esta reaccion se
transfieren 5 electrones. Tomada y modificada de Ghafourifar y Saavedra-Molina (88).
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La cadena respiratoria mitocondrial transporta los electrones provenientes del
metabolismo oxidativo hacia un aceptor final (O,) y acopla este proceso al bombeo de protones
hacia el espacio intermembranal. Este Ultimo proceso es responsable de la generacién del
potencial electroquimico transmembranal (Dy) necesario para la sintesis de ATP vy la
homeostasis i6nica en la mitocondria.
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Figura 2. Transiciones estructurales del dominio oxigenasa en la 6xido nitrico sintasa
neuronal. El esquema muestra un modelo de activacion de la NOSn por el grupo hemo y el
cofactor BH4. La NOSn en ausencia de los cofactores hemo y BH4, actia como una citocromo
¢ reductasa (arriba). Al unir la NOSn al grupo hemo, la enzima se comporta como una NADPH
oxidasa (centro). Por ultimo, dependiendo de la disponibilidad de la BH4, la NOSn tiene
actividad tanto de peroxinitrito sintasa, como de Oxido nitrico sintasa (abajo). Tomada y
modificada de Mayer y Hemmens (90).
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TABLA 1. Caracteristicas de las isoformas de las NOSs.

HOMODIMEROS ACTIVOS

PARAMETROS
ENZIMATICOS

Y ESTRUCTURALES NOSnh (1) NOSe (llI) NOSi (I1) NOSmt
neuronal endotelial inducible mitocondrial

160 kDa 135 kDa 125-130 kDa 127 kDa
Masa molecular

Constitutiva Constitutiva Inducible Constitutiva
Inducibilidad

~30x 10° M ~30x 10° M >>30x 10° M ~30x 10° M

Unién de Calmodulina
(Cam)

FMN, FAD, BHa, FMN, FAD, BHa, FMN, FAD, BHa, FMN, FAD, BHa,
Cofactores HEMO, Zn HEMO, Zn HEMO, Zn HEMO, Zn

NADPH, L-arg, O, | NADPH, L-arg, O> [ NADPH, L-arg, O, | NADPH, L-arg, O>

Sustratos

Variantes proteicas Isoformas a,b,gm

Citosol Membrana i Membrana interna
Localizacion celular plasmatica mitocondrial

Presenta sitios de | Presenta sitios de | Presenta sitios de | Presenta sitios de
Modificacién post- fosforilacion palmitoilacién, fosforilacion fosforilacion y
traduccional fosforilacion y miristoilacion
miristoilacion
Neurotransmision Vasodilatador Citotoxicidad Regulador de la
Funcion fisiologica citocromo oxidasa

Distrofia muscular Disfuncion Choque téxico Apoptosis
Papel en la enfermedad ataque, dafio de endotelial inflamacién
isquemia- hipertension
reperfusion

Tomada y modificada de Elfering (81).

Las proteinas que componen la cadena respiratoria contienen grupos prostéticos oxido-
reductores unidos de manera covalente y no covalente, entre los que se encuentran diversos
grupos hemo (a, b, c; y ¢), centros fierro-azufre y atomos de cobre (Cu, y Cug) (2). Por lo tanto,
como se menciond antes, el NO™ producido por la NOSmt es capaz de reaccionar con estos
grupos prostéticos y alterar su actividad.

El blanco mas sensible para el NO" en la cadena respiratoria es la citocromo ¢ oxidasa
(COX o complejo 1V), donde este radical se une al sitio de union binuclear (hemo as/Cug) del
oxigeno de dicho complejo (Esquema 1). La exposicién a NO" por periodos cortos de tiempo, y a
concentraciones fisiologicas (50-100 nM), inhibe rapidamente al complejo IV mitocondrial de una
manera reversible y competitiva con el oxigeno en mitocondrias de corazén (3), terminales
nerviosas del cerebro (4), cultivos celulares (5) y el complejo IV aislado (6). Se ha propuesto que
el probable significado fisioldgico de esta interaccién podria ser: a) la regulacién de la produccién
de H,0,, (7,8) b) la regulacién de la liberacién del citocromo ¢ durante la apoptosis (7) y ¢) la

prevencion de hipoxia en tejidos vivos mediante la inhibiciéon de la respiracién mitocondrial, con
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lo cual se extenderian los gradientes de difusiéon del O, provenientes de los vasos sanguineos,
permitiendo que el O, difunda hasta células mas distales (9,10).

Por el contrario, la exposicion durante tiempos prolongados (de hasta 14 h.) al NO',
promueve una inhibicién progresiva de la respiracion en cultivos celulares de macréfagos y que
se vuelve irreversible con el transcurso del tiempo. Bajo estas condiciones, el complejo | es
inhibido de manera especifica y este efecto no puede ser prevenido ni por la adicién de
superéxido dismutasa o el atrapador de peroxinitrito (ONOO): metionina, lo que en conjunto
indica que el complejo | puede ser S-nitrosilado en grupos sulfhidrilo claves, aun sin la
intervencién aparente de especies reactivas de nitrégeno (ERN)" lo que en ltimo término se
refleja en la inhibicién de la cadena respiratoria y la respiracion celular (11) (Esquema 1).

La cadena respiratoria es la principal fuente generadora de anion superéxido (O, ") en
mitocondrias de mamifero a nivel de los complejos | y Ill (12). Asi, el NO" como ya se menciond
antes, puede reaccionar facilmente con O, para formar al radical libre peroxinitrito (13). El
ONOO’ puede a su vez reaccionar con grupos —SH de residuos de cisteina (s-nitrosilacién) y
grupos —OH de residuos de tirosina (nitracién). Este hecho implica que el NO' también puede
actuar a nivel de la mitocondria a través de la formacién de ERN. La formacién del O, puede
incrementarse mediante la adicion de algunos inhibidores de la cadena respiratoria tales como la
antimicina A, la rotenona, el cianuro y probablemente, el NO’, que actla de manera analoga al
cianuro. De modo que, un aumento en la produccién del O, ™ por alguno de estos agentes, o por
disminucion en la actividad de los sistemas antioxidantes (durante el estrés oxidativo), junto con
una produccién sostenida de NO' por parte de la NOS,,,; 0 por la activacion de los macréfagos
(los cuales producen NO’ bajo la accion de ciertos efectores), puede dar lugar a una importante
formacion de ONOO™ (14). Mediante este mecanismo, el NO" puede inhibir por S-nitrosilacion a
los complejos 1y 1l (15), y modificar la funcionalidad del citocromo ¢ mediante nitracién (16).

Un ejemplo de la posible interaccion del NO' y la cadena respiratoria durante el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, es el uso del inhibidor del complejo I, el 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP). Este agente toxico ha sido utilizado como herramienta
para conocer algunos aspectos bioquimicos que participan en la muerte celular de las células
dopaminérgicas durante la enfermedad de Parkinson. Los efectos téxicos del MPTP son
mediados por la formacion de ERO y pueden ser evitados por el inhibidor de la NOS, el 7-
nitroindazol, sugiriendo que los efectos del MTPP y del NO' son sinérgicos y que podrian
involucrar la formacién del peroxinitrito (17).

En conclusion, es cada dia mas evidente que el NO™ tiene un importante papel fisioldgico
en la regulaciéon del metabolismo energético mitocondrial de la célula, aun cuando falta por
definirse de manera concreta bajo qué condiciones el NO’ lleva a cabo sus funciones, en tanto
que en condiciones patoldgicas, el NO' parece mediar sus efectos a través de diversas
reacciones con algunas EROs para dar lugar a la formacién de ERN que pueden reaccionar de
manera especifica e irreversible con residuos que son criticos para el funcionamiento de las
enzimas de la cadena respiratoria, lo que culmina con un decaimiento en la produccién de
energia y de todos los procesos que dependen de ella. Sin embargo, el panorama es mas
complejo auin, puesto que las acciones del NO™ sobre la cadena respiratoria parecen depender

! Algunos ejemplos de ERN son: ONOQO™ anién peroxinitrito, N>Os triéxido de dinitrdgeno, NO™ anién
nitroxilo, NO" catién nitrosonio, NO, diéxido de nitrégeno, NO, ™ nitrito, NO3™ nitrato).
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de un sinnimero de factores tales como el estado redox de la célula, la concentracién de NO',
definida en funcion de la regulacion de las diferentes isoformas de la NOS, la participacion de
agentes téxicos externos que pudieran sinergizar las acciones del NO°, por solo mencionar
algunos de esos factores. Todo esto hace evidente que existe un largo camino por recorrer en la
investigacion del NO' y su interaccién con la cadena respiratoria.

Peroxinitrito (ONOQO), el lado oscuro del NO'

La accion del ONOO' es rapida e irreversible y no esta confinada Unicamente a blancos
especificos de la cadena respiratoria, siendo capaz incluso de modificar enzimas del ciclo de
Krebs como la aconitasa, entre otros blancos celulares. Se ha propuesto que este mecanismo de
inhibicion de la cadena respiratoria podria tener relevancia fisiopatolégica en algunas
enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de
Parkinson, donde se ha descrito una disminucién en la actividad del complejo | y reduccién de la
concentracion de glutation reducido (GSH) intracelular (11), aun cuando no es claro si este

Esquema 1: Estructura y funciones mitocondriales.

La mitocondria consiste de distintos compartimientos: La membrana externa
mitocondrial (MEM), la membrana interna mitocondrial (MIM), la matriz (Matriz) y el
espacio intermembranal (EIM). Estos compartimientos son diferentes en composicion,
electroquimica y estado redox. Los complejos de la cadena respiratoria estan embebidos
en la MIM. La cadena consiste de cuatro complejos (del | al IV), la coenzima Q
(ubiquinona), el citocromo ¢ (cit ¢) y la ATP sintasa, la cual se le refiere como el complejo
V. El cit ¢ es el tnico miembro de la cadena respiratoria que no estd embebido dentro de la
MIM. Estos complejos estan funcionalmente colocados en un arreglo jerarquico
electroquimico basados en sus potenciales redox. La cadena respiratoria posee un amplio
espectro de potenciales redox que varia desde -280 mV (complejo 1) hasta +250 mV
(complejo 1V). El ingreso de los electrones a la cadena por el complejo | o el Il por la
oxidacién del NADH o el FADH,, respectivamente, permite que fluyan por la cadena hasta
el complejo IV en donde reducen el O, a H,O. Acoplado al flujo de electrones, los protones
son bombeados desde la matriz al EIM. La expulsién de protones establece el potencial
transmembranal (Dy, negativo adentro) y un gradiente electroquimico (DpH, alcalino
adentro) a través de la membrana. La MIM es impermeable a los protones, pero reingresan
a la matriz a través de la enzima ATP sintasa. El Dy es también la fuerza motriz de
transporte de cationes como el Ca**. Asi, la mitocondria puede acumular relativamente
grandes cantidades de Ca”*". Sin embargo, la concentracion intramitocondrial de calcio
ionizado ([Ca*‘]m) se mantiene muy baja mediante al menos, dos mecanismos: a) la
formacién de depésitos de calcio insoluble en la matriz mitocondrial, los cuales pueden
visualizarse mediante microscopia electrénica como granulos densos a electrones. La
estructura quimica de estos granulos puede variar en las mitocondrias de diferentes
células; sin embargo, estos granulos generalmente consisten de fosfato de calcio
(Caz(P0O,),) y calcio-apatita [(Casz(POy),):*Ca(OH),]; b) el intercambio de calcio
intramitocondrial con otros cationes como H" o Na".

El 6xido nitrico compite con el O, por el sitio de unién en el complejo IV y el
consumo de O, de una manera reversible. La inhibicién del consumo de O, por el NO’

disminuye el Dy y el DpH. Tomado y modificado de Ghafourifar y Saavedra-Molina (88).
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proceso tiene un papel primario en la aparicion de estas enfermedades o es un fenémeno
secundario a dicho proceso (13).

Debido a que el 6xido nitrico posee un electron desapareado, es capaz de reaccionar
con el oxigeno molecular (O,) y el superoéxido (O, ). De hecho, las reacciones del NO® con el O,
y con el O,  estan implicadas en la quimica de su citotoxicidad. La reaccién del NO" con O,
resulta en la generacidon de oxidantes reactivos tales como el diéxido de nitrégeno (NO,) y el
trioxido de dinitrégeno (N,Osz). Se ha propuesto que el diéxido de dinitrégeno inicia la
lipoperoxidacién (18) y causa la ruptura de las cadenas de ADN (19).

Las especies nitrosantes como el N,Os, pueden reaccionar con tioles o aminas, lo que
altera proteinas, formando nitrosaminas carcinogénicas, 0 desaminar nitrosativamente las bases
del ADN (20,21). La ecuacion (1) muestra la reaccion del éxido nitrico con el superdxido, la cual
es extremadamente rapida (22,23).

NO'+0,” —> ONOO  k=7x10°M*s™ 1)

Inhibicion

[Ca,(PO,),]1,.Ca(OH

Matriz
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El peroxinitrito resultante es un potente agente oxidante que tiene la capacidad de
reaccionar con una gran variedad de moléculas (24). Esta reaccién es mucho mas rapida que la
reaccion del NO' con compuestos hemo (k<1O'8 Mt s'l) y que es comparable a la velocidad con
la cual el O, reacciona con las enzimas superédxido dismutasas. La reaccién entre el NO' y el
0O, es biolégicamente significativa, en al menos dos aspectos. Primero, el NO" y el O, " pueden
antagonizar sus acciones bioldgicas. Se ha visto que los efectos mediados por el NO' son en
ocasiones incrementados cuando se afiade superoxido dismutasa a la preparacion. Por ejemplo,
in vivo, la vasodilatacion inducida por el NO' puede antagonizarse por la sobreproduccion de O,
en el endotelio vascular, que causa vasoconstriccion. De hecho, la generacion excesiva de O,
se ha sugerido como una causa de hipertension (25). Una segunda consideracion son los
efectos directamente atribuibles a el ONOO". Una forma molecular protonada de esta ultima
especie es el acido peroxinitroso (ONOOH), que es un poderoso oxidante que puede reaccionar
con varias moléculas biologicas a través de diversos mecanismos. La adicion de ONOO™ a
células, tejidos celulares o fluidos corporales lleva a su rapida protonacién, seguida por la merma
o deplecion de grupos -SH (sulfhidrilo) y antioxidantes, la oxidacién de lipidos, el rompimiento de
las cadenas de ADN, la nitracion y la desaminacién de las bases nucleotidicas, especialmente la
guanina, ademas de la nitracién de residuos aminoacil aromaticos de proteinas; también es
particularmente eficiente en oxidar centros Fe/S, asi como producir los productos esperados por
la accion del radical hidroxilo (26,27).

Lo que hace particularmente toxico al peroxinitrito es su gran estabilidad como un anion
a pH alcalino. Este compuesto a concentraciones molares puede ser almacenado por dias en el
refrigerador sin cambios; su gran estabilidad le permite difundir por la célula y encontrar un
blanco en tejidos adyacentes. Aunado a que el pk, de la forma cis, que es la forma predominante
y termodinamicamente mas estable es de 6.8, significa que a pH 7.4 solo el 20% podria ser
protonado a la forma &cida que corresponde al acido peroxinitroso con sus efectos deletéreos
descritos con anterioridad (27). Lo interesante es que ese 20% es la causa responsable de los
efectos nocivos atribuidos al ONOO'. Las posibles conformaciones del ONOO™ han sido
propuestas en base a céalculos cuanticos y datos de espectros. Los datos cuanticos revelan un
enlace entre el nitrogeno y el oxigeno peroxidico con caracter de doble enlace, por lo que
alrededor del enlace se definen las conformaciones cis o trans. Para el anién peroxinitrito, la
conformacion cis es mas estable que la trans. Hasta el momento actual, no existe un acuerdo de
si la interconversion entre la forma cis o la trans es rapida o lenta, pero andlisis con rayos X
sugieren que el peroxinitrito cristalizado predomina en la forma cis. La ecuacién 2 muestra las
propiedades acido-base del peroxinitrito.

ONOOH —> ONOO +H* Ka=158x10"M*

Después de todo lo anterior, el ONOO™ parece ser un villano; sin embargo, también se
han descrito funciones fisiologicas del ONOO™ que son benéficas. Por ejemplo: los macréfagos
activados tienen la capacidad de producir simultdneamente los compuestos precursores del
ONOO', (NO"y 0,"). Se ha propuesto que el ONOO™ es la Ultima especie citotoxica generada en
la respuesta inmune (28), por tanto, tiene un papel preponderante en la lucha contra los
organismos patdgenos en animales y plantas. Particularmente, en plantas se ha demostrado la
participacién de ONOO™ y NO’ en la produccion de nitritos y nitratos disponibles (29a).
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El 6xido nitrico y su fisiopatologia a nivel mitocondrial

El control de las funciones mitocondriales depende de dos variables, la concentracion de
oxido nitrico y el nivel de oxigeno; cada uno actia sobre un intervalo de concentraciones y
gradientes, por tanto existen puntos criticos en los cuales ambas variables se interceptan. El
nivel en estado estacionario del oxigeno en érganos de mamifero es de 5-25 nM (29). Estos
niveles de oxigeno estan en un margen en el cual las concentraciones fisioldgicas de O6xido
nitrico (50-100 nM) producen la inhibicién del 35-45% de la respiracion mitocondrial (30); bajo
estas condiciones de inhibicién severa de la citocromo oxidasa, participa un mecanismo de
“feedback” a través de la interaccion inicial entre el ubiquinol y el 6xido nitrico, el cual es
importante en el mantenimiento de la funcion mitocondrial. Asi, el 6xido nitrico, el anién
superoxido y el anion peroxinitrito desempefian un papel crucial en la regulacion de la funcion
mitocondrial (31). Sin embargo, no esta claro si el éxido nitrico tiene una funcién benéfica o
dafiina en la mitocondria. A concentraciones semejantes a las requeridas para activar a la
guanilato ciclasa, el 6xido nitrico se une al sitio de unién del oxigeno en la citocromo oxidasa de
manera competitiva. Asi, regula el consumo de oxigeno a nivel fisiolégico. Obviamente, la
regulacion fisiolégica del consumo de oxigeno representa un efecto benéfico. Sin embargo, si la
inhibicién por oxido nitrico de la citocromo oxidasa es prolongada, ocasiona la generacion del
anion superoéxido; el anién superoxido puede a su vez reaccionar con el éxido nitrico para formar
el anion peroxinitrito (32), el cual inhibe irreversiblemente diferentes componentes de la cadena
respiratoria. Por tanto, la presencia del anién peroxinitrito en la mitocondria produce dafios
celulares irreversibles.

La mitocondria desempefia un papel regulador en la disfuncion celular y en las rutas de
muerte celular (33,34). La disfuncién mitocondrial ha sido reconocida en las enfermedades
neurodegenerativas, las que se conocen como “enfermedades mitocondriales” (35,36). Las
enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington, involucran defectos mitocondriales en los
diferentes complejos de la cadena respiratoria (37,38) y mutaciones en el ADN mitocondrial (39).
Estos defectos, se caracterizan por una produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno
en el sistema nervioso central, debido a que el cerebro consume aproximadamente el 20% del
oxigeno total del cuerpo. Por tanto, la principal ruta de disfuncidon mitocondrial es a través de la
oxidacioén de los diferentes componentes mitocondriales por las ERO. Ademas, las neuronas son
post-mitéticas, es decir, no sufren mitosis lo que no permite reparar la oxidacién del ADN, las
proteinas y los lipidos que fueron dafiados por las ERO. Por ultimo, a diferencia de otros 6rganos
altamente metabdlicos, el cerebro posee bajos niveles tanto en concentracion como en actividad
de las enzimas antioxidantes, incluyendo también los antioxidantes de bajo peso molecular (40).

Ademas de las ERO, hay evidencia de la participaciéon del oxido nitrico en una variedad
de enfermedades neurolégicas (41-43).

La mitocondria, también produce especies reactivas de nitrégeno, debido a que se ha
encontrado una enzima o6xido nitrico sintasa en la membrana interna mitocondrial (NOSmt) y
orientada hacia la matriz (44-46). El 6xido nitrico producido por esta NOSmt inhibe el consumo
de O, (47,48) y promueve la produccion y liberacion de peréxido de hidrégeno (H,O,) en
mitocondria, al favorecer la autooxidacién del ubiquinol (49). En el cerebro, el H,O, producido por
este mecanismo, participa en la sefializacién celular durante la sinaptogénesis inicial y la
plasticidad (50). Al igual que la reaccién citoplasmica de la NOS, la reaccion entre el 6xido nitrico
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y el anién superéxido forman el anién peroxinitrito (ONOQ), la cual también es tres veces mas
rapida que la dismutacién del anion superéxido, en este caso, por la enzima mitocondrial
superoxido dismutasa dependiente de manganeso (SOD-Mn) (51), lo que sugiere la formacion
intramitocondrial del anibn ONOO'. Ademéas de este mecanismo indirecto, el anion ONOO’
puede ser generado directamente por la NOSmt, cuando esta Ultima actia como peroxinitrito
sintasa, a través de la generacién del anién superdxido a expensas del NADPH en una reaccion
alterna a la sintesis del oxido nitrico o0 mediante la generacién del anion nitroxilo (NOY), el cual
reacciona con el oxigeno formando el anion ONOO" (52) (ver Figura 2). La capacidad de la
NOSmt para actuar como 6xido nitrico sintasa o como peroxinitrito sintasa, depende de la
disponibilidad y el estado de oxidacién del cofactor tetrahidrobiopterina (BH,4). El anién nitroxilo
también puede ser formado a partir del NO™ mediante la ganancia de un electrén del ubiquinol
(53,54) o el citocromo ¢ (55).

El anion ONOO, es un potente oxidante que reacciona con una variedad de
componentes mitocondriales, a través de reacciones de oxidacién o nitracion. Este anion inhibe
el transporte de electrones mitocondrial a través de la inactivacion de la NADH deshidrogenasa
(Complejo 1), la succinato deshidrogenasa (Complejo IlI), ademas de inhibir a la ATP sintasa
(11,56). Aunado a ésto, el anion ONOO ' lleva a cabo la nitracion de tirosinas en varias proteinas
mitocondriales, como la aconitasa (57), la SOD-Mn (58,59) y el citocromo ¢ (16). También el
anién ONOO' oxida los tioles y el NADH, lo cual induce la formacion del poro de transicion de la
permeabilidad mitocondrial (PTP), provocando la salida del Ca** mitocondrial (60,61). EI PTP
permite el movimiento libre de un gran ndmero de moléculas hacia dentro y fuera de la
mitocondria. Por tanto, la mitocondria se colapsa y provoca la muerte celular (62).

En las neuronas, el anion ONOO™ promueve la nitracion de los residuos de tirosina en los
neurofilamentos, lo cual dafia el flujo axonal y provoca la muerte neuronal. Ademas, el anién
ONOO' inhibe irreversiblemente el transportador de glutamato en las células gliales,
incrementando los niveles de glutamato extraneuronal.

El glutamato es un neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central. Al unirse
el glutamato a su receptor, activa una variedad de sistemas de transduccién de sefiales, a través
de calmodulina y calpaina. Sin embargo, un exceso de glutamato en las neuronas estimula la
salida del Ca** (63), lo cual est4 involucrado en diversas enfermedades neurolégicas (64).

La neurotoxicidad inducida por glutamato es prevenida con inhibidores de las NOS y con
la superdxido dismutasa, lo cual indica que la formacién del anion ONOOQO" es crucial en la
toxicidad inducida por este neurotransmisor (65,66). Por tanto, el peroxinitrito también esta
involucrado en las enfermedades neurodegenerativas (67,68).

Los mecanismos de defensa subcelulares contra el anion ONOO™ son asi cruciales para
atenuar la disfuncién mitocondrial, debido a que el anion ONOQO™ parece ser el principal producto
de la utilizacién del 6xido nitrico en aerobiosis (69). Si el anibn ONOO™ es formado bajo estas
condiciones, puede producir dafio oxidativo en la mitocondria dependiendo de su sitio de
generacion (14). Se conocen diversos mecanismos de defensa subcelulares para prevenir el
dafio por ONOO/, entre los cuales se menciona la actividad de la SOD-Mn (15), también por la
regulacion de la NOSmt a través de la disponibilidad del sustrato y el cofactor
tetrahidrobiopterina (BH,), o la inhibicion por producto (70), asi como también por su reaccion
con el glutation (71) incluyendo ademas, su reduccion por la actividad de peroxinitrito reductasa
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de la glutation peroxidasa (72). Sin embargo, los cambios quimicos y funcionales de algunos
componentes mitocondriales pueden ayudar a definir su presencia y su funcién, ya que es dificil
su deteccion.

El 6xido nitrico y la presion arterial

La presion arterial se define como la fuerza ejercida por la sangre contra cualquier area
de la pared arterial, ésta es controlada por el gasto cardiaco y la resistencia periférica; sin
embargo, ninguno de estos factores la controla de manera absoluta porque a su vez éstos
dependen de otros factores fisiolégicos (73-75). La resistencia periférica esta determinada por la
viscosidad de la sangre y por el calibre de los vasos de resistencia. Por su parte, el endotelio
vascular es el principal regulador del tono vascular a través de la liberacion de sustancias
vasoactivas que controlan la relajacion y la contraccion del musculo liso vascular (73,76,77).

Los trastornos en la regulacién del tono vascular conducen a la disfuncion endotelial que se
asocia con enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, la hipertension, la
insuficiencia cardiaca, y la diabetes mellitus entre otras (77).

La hipertension es una elevacion sostenida de la presién arterial en general y es uno de
los problemas de salud con mayor impacto econdémico y social en el mundo, debido a la relacion
entre la hipertension y las muertes por complicaciones vasculares en drganos blanco, como el
corazon, el cerebro, el rifién y los vasos sanguineos (73,75). La hipertensién arterial incrementa
el trabajo a que es sometido el corazén, aumenta el riesgo de accidente vascular cerebral,
ataque cardiaco, enfermedad renal, etc. (75).

En la hipertension, la presion diastolica se encuentra de 90 a 95 mmHg y una presion
sistolica mayor de 140 mmHg (74,78). En el 90% de los casos no se conocen las causas de la
alta presion arterial (hipertensién esencial), aunque en una pequefia proporcion pueden
identificarse formas secundarias de hipertension causadas por una serie de enfermedades tales
como tumores suprarrenales, enfermedad renal u otras causas especificas (73,74).

La relajacién de la fibra muscular lisa como componente estructural activo de la pared
vascular, da origen a una vasodilatacién directa. El agente que desencadena este proceso fue
conocido en un principio como el factor de relajacion derivado del endotelio (EDRF, por sus
siglas en inglés), en donde se encontrd6 que la acetilcolina actia como un mensajero que
estimula la liberacion, por parte del endotelio, de una sustancia que constituye el verdadero
vasodilatador (79).

En 1987 Palmer, Ignarro, Khan y Furchgott demostraron que las acciones biolégicas del
EDRF eran debidas a la liberacién endégena del éxido nitrico, lo cual reveld la existencia de una
via bioquimica ubicua (80).

La formacién de NO’ sintetizado por la 6xido nitrico sintasa en células del endotelio

vascular regula el tono vasodilatador que es esencial para la regulacion del flujo y la presion
sanguinea.
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El 6xido nitrico y su relacién con la hipertensién

Debido a la diversidad de efectos fisiologicos que desempefia el NO', éste se ha
considerado como una molécula biolégicamente activa. Sin embargo, su produccion y sus
funciones estan alteradas en ciertos procesos patologicos, tales como la diabetes y la
hipertension (82-84).

En condiciones como el envejecimiento y la menopausia, asi como en patologias como
la hipertensién, la diabetes mellitus, la aterosclerosis, el vasoespasmo y el dafio por reperfusion,
la activacion de las células endoteliales puede llevar a la produccion y liberacién de factores
contractiles como los derivados de la ciclooxigenasa y los radicales libres de oxigeno. Estos
efectos contrarrestan la actividad fisiolégica relajante del NO™ (76,85), produciendo un efecto
patolégico, ya que la reaccion entre el NO™ y el anién superoxido produce el peroxinitrito, el cual
como ya se explicd antes, causa inhibicion irreversible de la respiracion mitocondrial y de
diversos componentes mitocondriales, especificamente en los complejos I, Il y IV de la cadena
respiratoria, asi como la ATP sintasa, la aconitasa, y la creatina cinasa. De igual forma, el
ONOO'" produce lipoperoxidacion de la membrana, dafio al ADN mitocondrial, asi como a otros
componentes celulares (15,86).

Asimismo, el efecto relajante del NO" también puede ser afectado por una alteracion en
la expresién de la enzima NOS, evento corroborado por Chou y cols., quienes mediante un
analisis de Western blot y utilizando aortas de ratas hipertensas de diferente edad, encontraron
que la actividad y la expresion de las NOSe y NOSi estan alteradas en procesos como la
hipertension y el envejecimiento (82).

De igual forma, la actividad de la NOSmt se alter6 en la hipertensién, ya que se ha
encontrado que la produccion basal de NO® intramitocondrial esta disminuida en mitocondrias de
corazon, rifion y cerebro de ratas hipertensas, lo cual a llevado a pensar que el NO
intramitocondrial desempefia una importante funcion en la regulacion mitocondrial durante la
hipertensién (87).

Aunqgue es mucho lo que se sabe acerca de la quimica y los efectos fisioldgicos de este
compuesto, quedan muchas preguntas por responder. Por ejemplo en la cascada de
sefializacion de la reaccién de nitracion/desnitracion de proteinas; la S-nitrosilaciéon de residuos
de tirosina o de serina en proteinas para activacion o desactivacion enzimatica; el sistema de
GMP ciclico dependiente de NO', que representa el principal mecanismo de transduccion de
sefiales por el cual el NO' ejerce efectos fisioldégicos en mamiferos; el sistema de sefializacién
independiente de GMP ciclico, entre otros de suma importancia.
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PAPEL PATOFISIOLOGICO DEL OXIDO NIiTRICO MITOCONDRIAL

Resumen

El importante papel del éxido nitrico (NO") en biologia ha sido sujeto de muchos estudios
en las pasadas dos décadas. Algunas propiedades biologicas del NO™ son mediadas a través del
incremento celular en los niveles de GMP ciclico; sin embargo, existen muchas otras funciones
del NO' que son independientes de GMP ciclico. El 6xido nitrico es una molécula gaseosa que
reacciona rapidamente con hemoproteinas, tioles y el anién superéxido (O, ). La mitocondria es
la principal productora celular de O, y posee hemoproteinas como la citocromo ¢ oxidasa
(COX), proteinas con tioles como las caspasas. Por lo tanto, las mitocondrias pueden
considerarse como el principal blanco intracelular del NO'. Concentraciones fisiologicamente
relevantes de NO’ reaccionan en forma reversible en el sitio activo de la COX de una manera
dependiente de la concentracién del oxigeno, lo que sugiere un antagonismo competitivo entre el
NO’ y el O,. Esta reaccion desempefia un papel critico en la regulacién del consumo de oxigeno
mitocondrial en muchas células, tejidos y érganos. La interaccion del NO' con las proteinas
mitocondriales que contienen tioles, como la caspasa-3, es también reversible, y depende del pH
intramitocondrial y el estado redox. Esta reaccidn participa de manera muy importante en la
regulaciéon de la maquinaria mitocondrial involucrada en la apoptosis. La reaccion del NO” con el
0O, es extremadamente rapida y su producto, el peroxinitrito (ONOQ), es un potente oxidante.
Las reacciones del ONOO con posibles objetivos mitocondriales son irreversibles y causan un
mal funcionamiento mitocondrial, dafio oxidativo y apoptosis. Las reacciones de apoptosis no
deseadas, estan involucradas en la patogénesis de algunas enfermedades; de hecho, la
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carencia de apoptosis puede ser el principal mecanismo en algunos tipos de cancer. Este punto
de vista podria quitarnos la idea negativa que tenemos sobre el ONOQO’ y cambiarla por una idea
mas positiva. El descubrimiento de la enzima 6xido nitrico sintasa mitocondrial (NOSmt, por sus
siglas en ingles) ha abierto nuevas avenidas en el campo de investigacion del NO". La NOSmt es
una enzima constitutiva, muy activa, que genera NO de una manera sensible al Ca**, y que

puede regular el consumo de oxigeno, el potencial electroquimico transmembranal (Dy), el

gradiente transmembranal de H* (DpH), la homeostasis del Ca®" y la sintesis de ATP. Se ha
reportado la formacién de ONOO', derivado de la produccién del NO™ por la NOSmt, causa estrés
oxidativo y la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria, lo cual es importante para la apoptosis.
En esta revision se describe la importancia biolégica que tiene el 6xido nitrico mitocondrial y su
papel fisiopatoldgico a nivel mitocondrial.

Palabras clave: éxido nitrico; mitocondria; éxido nitrico sintasa; hipertension; radicales libres;
peroxinitrito.
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