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RESUMO

A isquémia seguida de reperfusdo (IR) afecta
negativamente a fun¢éo mitocondrial. Ao nivel
do sistema oxidativo-fosforilativo, a isquémia-
reperfusdo inibe os complexos respiratérios e a
ATP sintase e aumenta o “leak” passivo de
protoes através da membrana mitocondrial
interna, desacoplando a respira¢do da
fosforilagdo, diminuindo o potencial
mitocondrial e, consequentemente, a produgdo
de ATP. Farmacos capazes de minimizar os
danos mitocondriais induzidos pela IR podem
revelar-se clinicamente eficazes. No presente
trabalho analisou-se o impacto do nicorandil,
um agonista dos canais mitocondriais de
potdssio sensiveis a ATP, na disfun¢éo
mitocondrial ao nivel do sistema oxidativo-
fosforilativo de coracdes de ratos submetidos a
IR. A diminuicéo do indice de controlo
respiratério (ICR) pela IR permite-nos concluir
que a IR tem um impacto negativo na
actividade da cadeia respiratéria mitocondrial,
desacoplando a oxidagao da fosforilagdo
mitocondrial. Este efeito é revertido pelo
nicorandil, o qual aumenta tanto o ICR, como o
indice ADP/O. No que diz respeito as
velocidades respiratérias, a velocidade
respiratéria no estado 3 é sensivelmente a
mesma para os trés grupos, enquanto que a
velocidade no estado 4 é menor para o grupo
em que a IR foi induzida na presenga de
nicorandil. Este resultado estd de acordo com
os dados obtidos para o ICR e ADP/O. A

velocidade respiratéria no estado 4 é a mais

ABSTRACT

Nicorandil Preserves the Function of the
Mitochondrial Phosphorylative and
Oxidative System in an Animal Model of
Global Ischemia-Reperfusion

Ischemia followed by reperfusion (IR)
negatively affects mitochondrial function. At
the level of the oxidative-phosphorylative
system, IR inhibits the respiratory complexes
and ATP synthase, and increases the passive
leak of protons through the inner mitochondrial
membrane, uncoupling respiration from
phosphorylation, decreasing mitochondrial
potential and, consequently, ATP production.
Drugs that minimize the mitochondrial damage
induced by IR may prove to be clinically
effective. In the present work, we analyzed the
impact of nicorandil, a mitochondrial ATP-
sensitive potassium channel agonist, on
mitochondrial dysfunction at the level of the
oxidative-phosphorylative system of rat hearts
subjected to IR. The decrease in the
respiratory control ratio (RCR) induced by IR
leads to the conclusion that IR has a negative
impact on the activity of the mitochondrial
respiratory system, uncoupling oxidation from
phosphorylation. This effect is reversed by
nicorandil, which increases not only RCR, but
also the ADP/O ratio. Regarding respiratory
rate, state 3 rate was approximately the same
for all the experimental groups, while state 4
rate was lower for the group where IR was
induced in the presence of nicorandil. This
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afectada pelo desacoplamento, dado que é
controlada pelo “leak” de protdes. As
mitocondrias em que a IR foi induzida na
presenca de nicorandil tém uma menor
velocidade respiratéria no estado 4, ou seja,
estdo menos desacopladas. Destes resultados
conclui-se que o nicorandil preserva a
funcionalidade de mitocondrias sujeitas a IR,
tanto ao nivel da respiragéo, como da
capacidade fosforilativa.

Palavras-Chave
Fosforilagdo oxidativa; Isquémia; Mitocondria;
Nicorandil; Reperfusao.

Abreviaturas (ou férmulas quimicas) utilizadas no texto
(Nomenclatura anglo-saxénica):

eCanal mitocondrial de potdssio sensivel a ATP (mitoKATP)
eImpact Of Nicorandil in Angina (IONA),

eindice de controlo respiratério (ICR)

elsquémia-reperfusdo (IR)

ePotencial mitocondrial (AWP)

INTRODUCAO

m fornecimento deficitdrio de oxigénio e

nutrientes as células cardiacas devido a uma
insuficiente perfusdo corondria (isquémia),
seguido pelo restabelecimento dos
de oxigénio e nutrientes (reperfusdo), pode
provocar danos extensos no tecido cardfaco. As
mitocondrias cardfacas constituem um dos

niveis

principais alvos da isquémia-reperfusio (IR)
devido ao seu papel na bioenergética, homeostase
i6nica e modula¢do dos processos de morte
celular W. Na mitocondria, a oxidagdo aerébica
gera um potencial electroquimico de H*, o qual é
essencial para a gera¢do de ATP. A isquémia-
reperfusdo inibe os complexos respiratérios e a
ATP sintase e aumenta o “leak” passivo de
protdes através da membrana mitocondrial
interna, desacoplando a respiracdo da fosfori-
lagdo, diminuindo o potencial mitocondrial (AW)

result is in accordance with the data obtained
for the RCR and ADP/O. State 4 rate is most
affected by uncoupling, given that it is
controlled by proton leak. Mitochondria
subjected to IR in the presence of nicorandil
have a lower state 4 rate, i.e. they are less
uncoupled. From these results we conclude
that nicorandil preserves the function of
mitochondria subjected to IR in terms of both
respiration and phosphorylative capacity.

Key words
Oxidative phosphorylation; Ischemia; Mitochondria,
Nicorandil; Reperfusion.

Abbreviations:

emitoK ypp: mitochondrial ATP-sensitive potassium channels
*JONA: Impact Of Nicorandil in Angina

*RCR: respiratory control ratio

IR: ischemia-reperfusion

e AW: mitochondrial potential

INTRODUCTION

Inadequate supply of oxygen and nutrients to
cardiomyocytes due to insufficient coronary
perfusion (ischemia), followed by the re-
establishment of normal levels (reperfusion), can
cause extensive damage to cardiac tissue.
Cardiac mitochondria are the main targets of
ischemia-reperfusion (IR), due to their role in
bioenergetics and ion homeostasis and in
processes of cell death ™. Aerobic oxidation in
mitochondria generates an electrochemical
potential of H*, which is essential for the
production of ATP. IR inhibits respiratory
complexes and ATP synthase and increases
passive proton leak through the inner mito-
chondrial membrane, uncoupling respiration
from phosphorylation, decreasing mitochondrial
potential (AW) and consequently ATP production.
The reduction in ATP levels is aggravated by the




e, consequentemente, a producdo de ATP. A
diminui¢do dos niveis de ATP ¢é ainda mais
agravada pelo facto de, na auséncia de oxigénio e
de AW elevado, a ATP sintase ser convertida
numa ATPase, hidrolisando ATP numa tentativa
futil de preservar AW ®.

O nicorandil tem uma estrutura quimica
resultante da combinac¢do de um nitrato organico
e uma nicotinamida e é um fdrmaco eficaz no
tratamento da doenca cardfaca isquémica. Este
farmaco tem um mecanismo de ac¢do duplo:
actua como um vasodilatador, relaxando os
musculos vasculares lisos através do aumento dos
niveis de cGMP ©®. Contudo, este efeito ndo
contribui significativamente para a cardiopro-
tec¢do ™. Um outro efeito mais importante é que,
em mitocdndrias cardiacas, o nicorandil activa os
canais de K* sensiveis a ATP (mitoK,p),
exercendo um efeito cardioprotector directo “.
Kowaltowski e colaboradores © propuseram que o
mitoK yp regula o volume dos espagos matricial e
intermembranar. A abertura do canal mitoK,p
ajudaria, entdio, a preservar a arquitectura do
espaco intermembranar com o consequente
abrandamento da hidrélise de ATP e a preser-
vacdo da capacidade de utilizar eficientemente a
creatina como substracto durante a reperfusdo ®.
Apesar do mecanismo de ac¢do do nicorandil
ndo ser ainda consensual, o estudo IONA ©
demonstrou que o tratamento de doentes com
angina estdvel com este farmaco diminui a
incidéncia de eventos cardiovasculares. A
administracdo de nicorandil antes da isquémia
melhora a recuperacdo da funcdo contréctil pés-
isquémia e reduz a drea de enfarte tanto em
® protegendo
os cardiomideitos contra a morte celular.

Com o trabalho experimental realizado
pretendeu-se determinar o efeito do nicorandil na
fun¢do de mitocondrias de coragdes submetidos a
isquémia-reperfusfo, utilizando para tal um

modelos animais ?, como humanos

modelo animal de perfusdo ex-vivo com um
sistema de Langendorff.

MATERIAL E METODOS

Reagentes:

Os reagentes foram adquiridos a Sigma Chemical
Co. (St. Louis, Mo) ou & Merck (Darmstadt,
Germany), com a excepgio do nicorandil que foi
cedido pela Chugat Pharmaceutical Co. (Japan).
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fact that, in the absence of oxygen and with low
A¥, ATP synthase is converted to ATPase,
hydrolyzing ATP in a vain attempt to preserve AW .

The chemical structure of nicorandil results
from the combination of an organic nitrate with a
nicotinamide. It is an effective drug in the
treatment of ischemic heart disease, with a dual
action: it is a vasodilator, relaxing vascular
smooth muscle by increasing ¢cGMP levels ©,
although this does not contribute significantly to
its cardioprotective effect; and, more importantly,
in cardiac mitochondria, it opens ATP-dependent
potassium channels (mitoK,p), which has a
direct cardioprotective effect ®. Kowaltowski et
al. ® proposed that mitoK ,;p regulate the volume
of matrix and intermembrane spaces, and so
opening these channels would help to preserve
the architecture of the intermembrane space,
slowing ATP hydrolysis and preserving the ability
to use creatine efficiently as a substrate during
reperfusion ©. Although there is disagreement on
nicorandil's mechanism, the TONA study ©
demonstrated that treating patients with stable
angina with this drug reduced the incidence of
cardiovascular events. Administering nicorandil
before the occurrence of ischemia improves post-
ischemia recovery of contractile function and
reduces infarct size in both animal models @
and humans @, protecting cardiomyocytes against
cell death.

The objective of this experimental study was
to determine the effect of nicorandil on
mitochondrial function in hearts subjected to
ischemia-reperfusion, using an animal model of
ex-vivo perfusion in a Langendorff system.

METHODS

Reagents:

The reagents were acquired from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO) or Merck
(Darmstadt, Germany), with the exception of the
nicorandil, which was provided by Chugai
Pharmaceutical Co. (Japan).

Perfusion of hearts:

Hearts of Wistar rats were rapidly excised
from the thoracic cavity and perfused in a
Krebs-Henseleit solution containing 118 mM
NaCl, 25 mM NaHCO,, 1.2 mM KH,PO,, 4.7
mM KCI, 1.2 mM MgSO,, 1.25 mM CaCl,, 10 mM
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Perfusio dos coracoes:

Coracoes de ratos da estirpe Wistar foram
rapidamente removidos da cavidade tordcica e
perfundidos com meio de Krebs-Hanseleit
contendo 118 mM NaCl, 25 mM NaHCO,, 1,2
mM KH,PO,, 4,7 mM KCI, 1,2 mM MgSO,, 1,25
mM CaCl2, 10 mM glicose e 10mM HEPES
(pH=7.4 e a temperatura de 37°C) a uma pressio
de 90 mmHg num sistema de perfusdo do tipo
Langendorff. A solucéo para indu¢éo de isquémia
ndo continha glicose nem oxigénio. Os coragdes
foram distribuidos pelos seguintes grupos: i)
controlo - 175 minutos de perfusdo; ii) isquémia-
reperfusdo - 20 minutos de perfusdo seguidos de
35 minutos de isquémia e 120 minutos de
reperfusfo; iii) isquémia-reperfusio + nicorandil
- 20 minutos de perfusdo seguidos de 35 minutos
de isquémia e 120 minutos de reperfusdo, na
presenca de 100 uM de nicorandil.

Isolamento da frac¢do mitocondrial:

A frac¢do mitocondrial foi isolada de acordo
com 0 método descrito por Belisle e Kowaltowski®
com ligeiras alteragdes. Resumidamente, os
coragdes foram homogeneizados em 300 mM
sacarose, 0,5 mM K*-EGTA, 0,2% (m/V) BSA e
10 mM K+-HEPES, pH 7.4 e o homogeneizado
resultante centrifugado a 600 g durante 7 min. O
sobrenadante foi seguidamente centrifugado a
12000 g por 7 min. O pellet obtido (fracgdo
mitocondrial) foi ressuspenso em 300 mM
sacarose, 10 pM K*-EGTA e 10 mM K*-HEPES,
pH 7.4 e centrifugado a 12000 g por 7 min.
Repetiu-se esta opera¢do e ressuspendeu-se o
pellet obtido num volume minimo de meio
contendo 300 mM sacarose e 10 mM K*-HEPES,
pH 7.4.

Avalia¢do da actividade respiratoria
mitocondrial:

O consumo de O2 foi avaliado polarogra-
ficamente, utilizando um eléctrodo de oxigénio
(Yellow Springs Instruments Co.) do tipo ClarK ™
ligado a um registador Kipp & Zonen. Como
substrato respiratério foi usado piruvato/malato.

Analise dos resultados e tratamento
estatistico:

Os resultados deste trabalho sdo apresentados
como média * erro padrdo, para um ndmero de
experiéncias igual ou superior a 10. O tratamento
estatistico dos resultados foi realizado utilizando

glucose and 10 mM HEPES (pH=7.4, at a
temperature of 37 °C), at a pressure of 90 mmHg
in a Langendorff-type perfusion system. The
solution used to induce ischemia contained no
glucose or oxygen. The hearts were distributed
randomly between the following groups:
1) control- 175 minutes of perfusion; ii) ischemia-
reperfusion - 20 minutes of perfusion, followed
by 35 minutes of ischemia and 120 minutes
of reperfusion; iii) ischemia-reperfusion +
nicorandil - 20 minutes of perfusion followed by
35 minutes of ischemia and 120 minutes of
reperfusion in the presence of 100 pM of
nicorandil.

Isolation of mitochondrial fraction:

The mitochondrial fraction was isolated following
the method described by Belisle and Kowaltowski
© with slight modifications. Briefly, the hearts
were homogenized in 300 mM sucrose, 0.5 mM
K+-EGTA, 0.2% (m/V) BSA and 10 mM HEPES,
pH 7.4, and centrifuged at 600 g for 7 min. The
supernatant was then centrifuged at 12 000 g for
7 min. The resulting pellet, the mitochondrial
fraction, was resuspended in 300 mM sucrose, 10
pM K*-EGTA and 10 mM HEPES, pH 7.4 and
centrifuged for 7 minutes at 12 000 g. The
operation was repeated and the pellet was
resuspended in a minimal volume of solution
containing 300 mM sucrose and 10 mM K*-
HEPES, pH 7.4.

Assessment of mitochondrial respiratory
activity:

Oxygen consumption was assessed by polaro-
graphy, using a Clark-type oxygen electrode
(Yellow Springs Instruments Co.), connected to a
Kipp & Zonen recorder. The respiratory substrate
used was pyruvate/malate.

Statistical analysis:

The results are presented as means + standard
error for ten or more experiments. Statistical
analysis of the results was performed using one-
way analysis of variance (ANOVA). The level of
significance used was p<0.05, obtained by the
Student-Newman-Keuls multiple comparisons
post-test (GraphPad Prism,
GraphPad Software).
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Figura 1. Efeito da isquémia-reperfusdo e do nicorandil no

ICR. *p < 0,0 **P<0,001

Figure 1. Effect of ischemia-reperfusion and nicorandil on
RCR. *p<0.0 **P<0,001

Figura 2. Efeito da isquémia-reperfusdo e do nicorandil no
indice ADP/O. *p < 0,02

Figure 2. Effect of ischemia-reperfusion and nicorandil on
ADP/O ratio. *p<0.02
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Figura 3. Efeito da isquémia-reperfusdo e do nicorandil na
velocidade respiratéria no estado 3

Figure 3. Effect of ischemia-reperfusion and
nicorandil on respiratory rate in state 3

o teste one-way ANOVA. O nivel de significancia
utilizado foi p<0,05 obtido pelo pés-teste de
comparacdo miltipla de Student-Newman-Keuls
(GraphPad Prism, Versdo 4.00, GraphPad

Software).

RESULTADOS

Com a finalidade de avaliar o efeito da
isquémia-reperfusdo e do nicorandil ao nivel da
actividade da cadeia respiratéria, registou-se o
consumo de oxigénio da suspensdo mitocondrial
em situagdes controlo e de isquémia-reperfusio,
na auséncia (IR) e na presenca de nicorandil
(IR+Nic).

Pelo ICR (indice de controlo respiratério)
(Fig. 1) pode-se verificar que a IR tem um
impacto negativo na actividade da cadeia
respiratéria mitocondrial (1,44+0,07 no grupo

Figura 4. Efeito da isquémia-reperfusdo e do nicorandil na
velocidade respiratéria no estado 4. *p < 0,02

Figure 4. Effect of ischemia-reperfusion and nicorandil on
respiratory rate in state 4. *p<0.02

RESULTS

In order to assess the effect of IR and
nicorandil on respiratory chain activity, the
oxygen consumption of the mitochondrial
suspension was recorded under control and IR
conditions, in the absence (IR) and presence
(IR+Nic) of nicorandil.

From the respiratory control ratio (RCR)
(Fig. 1), it can be seen that IR has a negative
impact on the mitochondrial respiratory system
(1.44+0.07 in the control group vs. 1.23+0.02 in
the IR group; p<0.01), which was reversed by
the presence of nicorandil (1.23+0.02 in the
IR group vs. 1.61+0.10 in the IR+Nic group;
p<0.001). The beneficial effect of nicorandil was
also seen in the ADP/O ratio (Fig. 2), in that
mitochondria subjected to IR in the presence of
nicorandil have greater phosphorylative capacity,

indicated by a higher ADP/O ratio (1.67+0.07 in
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controlo versus 1,23+0,02 no grupo IR; p<0,01),
efeito que é revertido pela presenga de nicorandil
(1,23+£0,02 no grupo IR wversus 1,61+0,10 no
grupo IR+Nic; p<0,001). O efeito benéfico
do nicorandil também se verifica no ADP/O
(Fig. 2), visto que mitocondrias que foram
sujeitas a isquémia-reperfusdo na presenca de
nicorandil tém uma maior capacidade fosfori-
lativa, indicada por um indice ADP/O superior
(1,67£0,07 no grupo IR wversus 2,12+0,17 no
grupo IR+Nic; p<0,02).

No que diz respeito as velocidades respira-
térias, a velocidade respiratéria no estado 3
(Fig. 3) é sensivelmente a mesma para os trés
grupos (53,73+3,85 no grupo controlo wversus
49,17+2,57 no grupo IR wversus 52,31+6,23 no
grupo IR+Nic; p=n.s.), enquanto que a
velocidade no estado 4 (Fig.4) é menor para o
grupo IR+Nic (42,62+3,88 no grupo controlo e
41,35+2,02 no grupo IR wversus 32,52+3,24 no
grupo IR+Nic; p<0,02).

DISCUSSAO

No que diz respeito a integridade funcional de
mitocondrias, a isquémia-reperfusdo pode ser
deletéria, ndo provocar qualquer alterag¢do ou
até mesmo aumentar a fosforilagdo oxidativa.
As discrepéncias nos resultados obtidos por dife-
rentes grupos podem ser devidas, por exemplo, a
diferentes idades dos animais e a diferentes
protocolos, em particular diferentes duragdes da
isquémia. O complexo | é especialmente sensivel
aos efeitos nefastos da isquémia. De facto, os
nossos resultados demonstram que mitocondrias
de coragdes sujeitos a 35 minutos de isquémia
(seguidos de 2h de reperfusdo) apresentam
uma velocidade respiratéria no estado III
(complexo 1) ligeiramente diminuida (Fig. 3) e
uma diminui¢do significativa do indice de
controlo respiratério (Fig. 1) sem alteragdes da
capacidade fosforilativa (Fig. 2). O nicorandil
reverte o efeito negativo da isquémia-reperfusio,
aumentando o fndice de controlo respiratério (o
qual é um indicador da integridade do sistema
fosforilativo-oxidativo) para valores semelhantes
aos de mitocondrias controlo (Fig.1) e aumen-
tando a capacidade fosforilativa para valores que
chegam a ser superiores aos apresentados
por mitocondrias controlo (Fig.2). A velocidade
respiratéria no estado 4 (Fig.4) é menor para o

the IR group vs. 2.12+0.17 in the IR+Nic group;
p<0.02).

Respiratory rate in state 3 (Fig. 3) was
approximately the same for all three groups
(53.73+3.85 in the control group vs. 49.17+2.57
in the IR group vs. 52.31+£6.23 in the IR+Nic
group; p=NS), while respiratory rate in state 4
(Fig. 4) was lower for the IR+Nic group
(42.62+3.88 in the control group and 41.35+2.02
in the IR group vs. 32.52+3.24 in the IR+Nic
group; p<0.02).

DISCUSSION

In terms of the functional integrity of
mitochondria, ischemia-reperfusion can be
harmful, have no effect or even increase oxidative
phosphorylation. The discrepancies in the results
obtained by different groups may be due to
differences in the age of the experimental animals
or in the protocols used, especially the duration of
ischemia. Respiratory complex [ is particularly
sensitive to the harmful effects of ischemia; our
results show that cardiac mitochondria subjected
to 35 minutes of ischemia followed by 2 hours of
reperfusion have a slightly reduced rate in state 3
(complex 1) (Fig. 3) and significantly lower RCR
(Fig.1), with no change in phosphorylative
capacity (Fig.2). Nicorandil reverses the
negative effect of IR, increasing the RCR (an
indicator of the integrity of the phosphorylative-
oxidative system) to values similar to those of
control mitochondria (Fig.1) and increasing
phosphorylative capacity to more than that of
the controls (Fig. 2). Respiratory rate in state 4
(Fig. 2) was lower for the group in which IR was
induced in the presence of nicorandil. This result
is in agreement with the findings for RCR and
ADP/O. Respiratory rate in state 4 is most
affected by uncoupling, given that it is controlled
by proton leak. Mitochondria subjected to IR in
the presence of nicorandil have a lower state 4
rate, i.e. they are less uncoupled, which may
reflect greater integrity of the oxidation-
phosphorylation system or of the mitochondrial
membrane.

Although the changes in mitochondrial
function during IR are relatively well known, the
causes of deterioration of respiratory complexes
are still poorly understood. These may include
calcium overload in mitochondria due to the loss




grupo em que a isquémia-reperfusdo foi induzida
na presenca de nicorandil. Este resultado estd de
acordo com os dados obtidos para o ICR e
ADP/O. A velocidade respiratéria no estado 4 é a
mais afectada pelo desacoplamento, dado que é
controlada pelo leak de H*. As mitocondrias em
que a IR foi induzida na presenga de nicorandil
ttm uma menor velocidade respiratéria no
estado 4, ou seja, estdo menos desacopladas,
o que poder4 reflectir uma maior integridade do
sistema fosforilativo-oxidativo ou da membrana
mitocondrial.

Apesar das alteragdes da fun¢do mitocondrial
durante a isquémia-reperfusdo j4 serem relativa-
mente conhecidas, as causas da deterioragéo dos
complexos respiratérios ainda estdo pouco
esclarecidas. Entre estas causas podem estar a
sobrecarga de cdlcio na mitocondria devida a
perda da homeostase de célcio ou a formacdo de
ROS. A sobrecarga mitocondrial de célcio e a
formacdo de ROS tém outros efeitos deletérios
graves para os cardiomidcitos, entre os quais
a inducdo da transicdio de permeabilidade
mitocondrial (TPM). A TPM causa libertagfo de
citocromo para o citosol, o que por sua vez inibe
ainda mais a cadeia respiratéria. Por outro lado, a
libertagdo de citocromo ¢ da mitocondria para o
citosol durante a TPM, assim como de outros
factores apoptogénicos, pode também conduzir a
apoptose, o que pode eventualmente culminar na
morte dos cardiomiéeitos. Resultados obtidos
pelo nosso grupo (Raquel Carreira et al.,
resultados ndo publicados) usando um modelo
igual ao descrito neste trabalho, demonstraram
que o nicorandil diminui a ocorréncia de stresse
oxidativo e de TPM em mitocondrias sujeitas a
isquémia-reperfusdo. A inibicdo da ocorréncia
de stresse oxidativo e de transi¢do de permea-
bilidade mitocondrial, poderd ser um mecanismo
indirecto de preservacdo da funcionalidade do
sistema fosforilativo-oxidativo.

CONCLUSOES

O estudo realizado comprovou que a
isquémia-reperfusdo tem um impacto negativo na
fun¢do mitocondrial cardiaca ao nivel do sistema
oxidativo-fosforilativo. O nicorandil foi capaz de
reverter o efeito nefasto da IR, preservando a
funcionalidade de mitocondrias sujeitas a IR,
tanto ao nivel da respirago como da capacidade
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of calcium homeostasis, or the formation of
reactive oxygen species (ROS), which have other
severe deleterious effects on cardiomyocytes,
including induction of the mitochondrial
permeability transition (MPT). The latter results
in the release of cytochrome c¢ into the cytosol,
which further inhibits the respiratory chain, and
may, together with other factors, also lead to
apoptosis and eventually cardiomyocyte death.
Data obtained by our group (Raquel Carreira et
al., unpublished results) using the same model as
in this work showed that nicorandil reduces
oxidative stress and the occurrence of the MPT in
mitochondria subjected to IR. This may be an
indirect way of preserving the function of the
phosphorylative-oxidative system.

CONCLUSIONS

The present study showed that ischemia-
reperfusion has a negative impact on cardiac
mitochondrial function at the level of the
oxidative-phosphorylative system. Nicorandil can
reverse the harmful effects of IR, preserving the
function of mitochondria subjected to IR in terms
of both respiration and phosphorylative capacity.
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