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Inhibicién de la transicion de la permeabilidad
mitocondrial y del daiio por reperfusion miocdrdica por

ciclosporina A
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Resumen

Introduccién: Los resultados presentados en
este estudio indican que el inmunosupresor
ciclosporina A actlia como una droga cardio-
protectora. Métodos: Este efecto fue analizado
durante el desarrollo de arritmias por reperfu-
sion, después de un periodo de isquemia de 5
minutos de la ligadura de la coronaria, en cora-
zones de ratas anestesiadas. Resultados: Los
resultados indican que la ciclosporina inhibe la
transicion de la permeabilidad mitocondrial;
ademas cuando se administra antes de la oclu-
sion coronaria, a la dosis de 20 mg/kg, efectiva-
mente protege contra la alta incidencia de arrit-
mias, y la disminucién de la presion sanguinea.
Ademaés inhibe el aumento de las enzimas lac-
tato deshidrogenasa y creatina cinasa en el plas-
ma. Conclusiones: Proponemos que el efecto
protector esta relacionado con su bien docu-
mentada accion inhibitoria del dafio mitocon-
drial inducido por el Ca?*.
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Summary

INHIBITION OF PERMEABILITY TRANSITION AND
MYOCARDIC REPERFUSION DAMAGE BY CYCLOSPORINE A

Introduction: The results presented in this study
indicate that the immunosuppressor cyclospo-
rine A acts as a cardioprotective drug. Methods:
This effect was analyzed during development of
reperfusion-induced arrhythmias after 5 min pe-
riod of coronary ligation in hearts of rats under
anesthesia. Results: The results indicate that
cyclosporine inhibits Ca?*-induced mitochondri-
al damage; furthermore, when given before cor-
onary occlusion, at a dose of 20 mg/kg, effective-
ly protects against the high incidence of arrhyth-
mias and the fall in blood pressure induced by
reperfusion. In addition, it inhibits the delivery of
lactic dehydrogenase and creatine kinase en-
zymes to the plasma. Conclusions: We propose
that the protective effect could be related with its
well documented action to restrain Ca?*-induced
damage of mitochondrial functions.

(Arch Cardiol Mex 2007; 77, S4, 77-81).
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Introduccién

a reperfusion de arterias coronarias para

limitar el dafio miocardico por isquemia,

y por lo tanto la extension de la necrosis
es posible mediante la terapia trombolitica, an-
gioplastia coronaria o la instalacién de puentes
arteriales mediante cirugia. Sin embargo, el res-
tablecimiento del flujo coronario al miocardio
isquémico puede precipitar una serie de even-
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tos, i.e., 1) arritmias por reperfusion, ii) dafio vas-
cular y no reflujo, iii) paralisis funcional mio-
cérdica, iv) posible aceleracion de la necrosis, y
v) apoptosis y edema celular. En sintesis, el dafio
por reperfusién podria significar muerte celu-
lar.! En afios recientes se ha acumulado un ni-
mero importante de evidencias sugiriendo que
los radicales libres derivados del oxigeno (ROS)
contribuyen de manera importante al dafio tisu-
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lar después de un periodo de isquemia.” De acuer-
do a lo anterior, utilizando modelos de isque-
mia reperfusién se ha concluido que los atrapa-
dores de ROS tienen efectos benéficos sobre la
viabilidad de los miocitos.? Un factor adicional
en la patofisiologia del dafio involucra a la so-
brecarga intracelular del Ca?*.* Por lo tanto para
asegurar un alto grado de cardioproteccion se
ha utilizado una terapia combinada con antago-
nistas de los canales de Ca®* y atrapadores de
radicales libres.>

Por otro lado, la acumulacién masiva del Ca?*
en la matriz mitocondrial induce la apertura de
un poro inespecifico con un didmetro de 2-3 nm
que permite la salida de iones y metabolitos.°
Esto dltimo lleva al desacoplamiento de la fos-
forilacion oxidativa, hinchamiento de las
mitocondrias y desaparicién del potencial eléc-
trico transmembranal.” Este dafio mitocondrial
subyace en el dafio producido por la reperfusién
seguida de un periodo de isquemia.®

El dafio producido por el Ca?* es inhibido por la
droga inmunosupresora ciclosporina A (CSA)
protege de manera eficaz a las mitocondrias con-
tra el dafio inducido por la acumulacién masiva
del Ca?* y el estrés oxidativo. El mecanismo
por el cual CSA protege esta relacionado con su
union a la enzima ciclofilina, lo que a su vez
inhibe la sintesis de linfocinas, entre ellas la in-
terleucina 6, y en consecuencia, disminuye la
quimiotaxis de un gran nimero de neutréfilos
capaces de liberar ROS y enzimas liticas. En
mitocondrias, la CSA se une a la ciclofilina D
cerrando el poro inespecifico. La naturaleza qui-
mica de este poro no estd bien definida; sin em-
bargo, se ha propuesto que la adenin-nucleétido
translocasa se convierte en tal poro.'® Basados
en estos antecedentes este estudio fue disefiado
con el fin de investigar si la CSA es capaz de
proteger al miocardio contra el dafio por reper-
fusion. Encontramos que la CSA administrada
i.v. a ratas a una dosis de 20 mg/kg, efectiva-
mente protege al tejido miocardico contra el
dafio inducido por la reperfusion después de un
periodo de 5 min de isquemia.

Métodos

Ratas Wistar con peso corporal de 250-300 g
fueron anestesiadas con pentobarbital (55 mg/
kg, i.p.). Bajo anestesia las ratas fueron entuba-
das y ventiladas. La ciclosporina fue adminis-
trada, a una dosis de 20 mg/kg, 30 min antes de
iniciar el experimento. Después de una toraco-
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tomia la arteria coronaria izquierda fue ocluida
con seda 6-0 durante 5 min; la reperfusion se
inici6 al retirar el hilo de seda. Un electrodo de
superficie fue utilizado para monitorear la fre-
cuenciay las arritmias cardiacas. La presion san-
guinea fue monitoreada a través de una canula
colocada en la femoral. Las determinaciones
enzimaticas se estimaron de la sangre tomada
del ventriculo izquierdo. Las mitocondrias se
aislaron por homogeneizacién del tejido en sa-
carosa 0.25 M siguiendo el patrén estandar de
centrifugacién. El transporte de Ca®* se sigui6
en un espectrofotémetro a 675-685 nm utilizan-
do Arsenazo III. La transicion de la permeabili-
dad fue promovida utilizando carboxiatractilé-
sido, un inhibidor del acarreador de ADP/ATP.

Resultados y discusion

La fijacién de la adenin-nucledtido translocasa
en la orientacion M, esto es hacia la matriz mito-
condrial, permite la transformacién de este aca-
rreador en un poro inespecifico sensible a CSA. 10
La Figura 1, trazo a, muestra que la adicién de 2
UM de carboxiatracilésido promueve la transi-
cion de la permeabilidad y la rdpida salida del
Ca?* intramitocondrial. El trazo b sefiala que la
presencia de 0.5 uM de CSA cierra el poro, por lo
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Fig. 1. Efecto de la CSA sobre la transicion de la per-
meabilidad mitocondrial inducida por carboxiatractilo-
sido. Dos mg de proteina mitocondrial fueron afiadi-
dos a un medio conteniendo 125 mM KCI, 10 mM suc-
cinato, 2 mM fosfato, 50 uM CaCl2,10 mM HEPES,
200 uM ADP, 5 ug rotenona, 2 pug oligomicina, y 50 uM
Arsenazo lll. Donde se sefiala 0.5 uM CSAy 1 uM de
carboxiatractilésido (CAT) fueron afiadidos. Volumen
final 3 mL. Temperatura 25 °C.
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Fig. 2. Efecto protector de la CSA sobre la generacion de arritmias indu-
cidas por la isquemia-reperfusion. El Panel A muestra las arritmias que
aparecen después de la reperfusion en ratas control. El Panel B muestra
la disminucion de arritmias en ratas inyectadas con CSA. La parte inferior
de los trazos muestra la tensién arterial.
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Fig. 3. Curso temporal de la frecuencia cardiaca en ratas control y ratas
tratadas con CSA. Al tiempo indicado la arteria coronaria fue ocluida. La
reperfusion se inicié donde se indica. Los latidos controles son indicados
por ®y O, y las tratadas por A y A. El inserto muestra la diferencia en la
incidencia de arritmias entre el control y las tratadas con CSA.
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que se impide la salida del Ca®*. Este efecto de la
CSA se debe a su unién con la enzima ciclofilina
D impidiendo su interaccién con la translocasa.
Considerando que la transicién de la permeabili-
dad mitocondrial subyace en el dafio por reperfu-
sién. El panel A de la Figura 2 muestra que en ratas
control la aumentada incidencia de taquicardia y
fibrilacién ventricular permanece sin cambio du-
rante aproximadamente 6 min después de la reper-
fusién. De hecho, el corazén no regresa al ritmo
sinusal. El andlisis paralelo de la presién arterial
muestra que este parametro disminuyé completa-
mente durante el periodo de reperfusion. El panel
B de la Figura 2 sefala el efecto protector de la
CSA sobre el dafio inducido por reperfusion. El
trazo de EGC indica que en ratas tratadas previa-
mente con una dosis de 20 mg/kg de CSA el efecto
arritmogénico de la reperfusién disminuye consi-
derablemente en un periodo de tiempo de aproxi-
madamente 2 min, con retorno al ritmo sinusal por
el resto del tiempo que dura el experimento. Debe
hacerse notar que la frecuencia cardfaca aument6 a
s6lo 200 latidos por minuto sobre la velocidad
observada durante el periodo de isquemia. En las
ratas control el incremento fue de 500 latidos por
minuto. Contrario a lo observado en las ratas con-
trol la presion sanguinea no disminuy6 en las tra-
tadas con CSA.

En la Figura 3 se muestra el andlisis cuantitati-
vo de la frecuencia cardiaca en ratas control y en
las tratadas con CSA. Como se indica el prome-
dio de latidos durante el periodo de isquemia
fue de 310 = 10 por minuto. Después de 3 min de
reperfusion, este valor se increment6 a 800 + 50,
en ratas control y permanece sin cambio por el
tiempo restante. La incidencia de latidos nor-
males disminuyé completamente. La adminis-
traciéon de CSA produjo una importante reduc-
cion en la frecuencia de los latidos anormales
inducidos por la reperfusion, los cuales alcanza-
ron un valor de 560 * 20 latidos/min. Esta velo-
cidad fue significativamente mas baja que la
observada en ratas control (800 latidos/min). Un
descubrimiento importante de este experimento
fue que la frecuencia disminuy6 progresivamen-
te, hasta retornar al ritmo sinusal 5 minutos des-
pués de la reperfusion. La incidencia de latidos
normales fue mas alta que en el control, i.e., 200/
min, 2 min después de iniciada la reperfusion.
La diferencia entre latidos anormales en ratas
control y en aquéllas tratadas con CSA es mos-
trada en el inserto de la Figura 3, claramente se
muestra que la incidencia de las arritmias por
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Tabla I.
Después de la reperfusiéon
Enzima Basal Control +CSA
LDH 267 660 350
CK 541 2,728 801

Concentraciones plasmaéticas de deshidrogenasa lactica y creatina cinasa en ratas
control y tratadas con CSA. Los valores se expresan en UI/L.

reperfusion es menor que en las ratas tratadas.
Para evaluar bioquimicamente el efecto cardio-
protector de la CSA, se determinaron los plasma-
ticos de las enzimas LDH y CK. La Tabla I mues-
tra que en ratas control la reperfusién aumenta
los niveles de estas enzimas de 267 y 541 UI/L a
660 y 2728/UI/L respectivamente, mientras que
los valores correspondientes fueron 350 y 801 en
ratas tratadas con CSA. Estos valores indican una
ausencia de dafio inducida por la CSA.

La microscopia de luz del tejido cardiaco (Fig.
4A) en ratas control muestra que, en general, las
fibras miocdardicas pierden su patrén estriado,
hay edema intersticial que causa la separacion
de las fibras. La Figura 4B muestra una microfo-
tografia del tejido cardiaco de ratas tratadas con
CSA. En general, como se observa, estd en bue-
na forma, la imagen del tejido estriado permane-
ce normal. Es clara la ausencia de edema.

En el presente estudio analizamos el efecto de la
CSA sobre la vulnerabilidad del corazén de ratas
a presentar arritmias, y taquicardia ventricular
durante la reperfusion, seguida de un periodo de
isquemia. Cuando se administré 30 min previos a
la oclusién de la arteria coronaria, la CSA dismi-
nuy6 la incidencia de arritmias ventriculares. La
proteccion por CSA contra el desarrollo de ines-
tabilidad eléctrica por la reperfusion correlacio-
né con los bajos niveles de LDH y CK liberados a
la circulacion. Estudios recientes sobre la protec-
cién del dafio por reperfusion involucran la ac-
cién de ROS, Sin embargo, la CSA no tiene pro-
piedades de atrapador de estos radicales por lo
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Fig. 4. Imagen histolégica del tejido cardiaco. La sec-
cion histolégica de las ratas control muestra un seve-
ro edema intersticial, el cual produce separacién de
las fibras. El tratamiento con CSA previene la mayo-
ria del dafio.

que su mecanismo de accién debe ser diferente.
Se conoce que el sitio de accién de la CSA, en
mitocondrias aisladas, es la ciclofilina D que se
encuentra unida a la ANT y bloquea el poro ines-
pecifico de transicion de la permeabilidad. Esto
ultimo preservaria la fosforilacion oxidativa y la
funcién contractil de las células miocardicas. Sin
embargo, no podemos descartar que la CSA inhi-
be la reaccién inflamatoria y en consecuencia la
acumulacién de neutrdfilos, lo que lleva al dafo
celular en la isquemia miocardica.
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