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RESUMO

A epigalocatequina-3-galato (EGCG) é a principal catequina do cha-verde com
propriedades antioxidantes, antiinflamatoérias e antineoplasicas. No entanto, foi
relatado que a EGCG em altas doses causa lesdo hepatica. Os mecanismos
moleculares exatos subjacentes a estes efeitos ndo sdo bem compreendidos.
Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do EGCG no
metabolismo energético de mitocondrias isoladas de figado de rato. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade de Maringa (CEUA 6436291021). As mitocondrias de
figado de rato foram isoladas por centrifugacdo diferencial e o consumo de
oxigénio foi quantificado a 37° C em um oxigrafo. A respiracdo basal
mitocondrial foi estimulada pela EGCG quando foram utilizados dois substratos,
nomeadamente glutamato e succinato. Na presenca de ADP exdgeno (estado
lll), a respiracdo foi significativamente inibida pela EGCG a partir de 250 pM
guando foi utilizado succinato como substrato, mas nenhuma inibicdo foi
observada quando foi utilizado glutamato. A respiracdo no estado IV foi
estimulada pela EGCG, comecando em 500 uM, na presenca de ambos os
substratos e, consequentemente o controle respiratério (CR) foi inibido. As
atividades enzimaticas ligadas a membrana dos complexos mitocondriais I, 1l e
IV foram medidas usando mitocondrias rompidas. As atividades dos complexos
| e Il foram diminuidas pela EGCG em 1000 uM. Por outro lado, a oxidacdo do
TMPD + ascorbato (complexo 1V) nédo foi afetada pelo EGCG. A EGCG atua
tanto como inibidor mitocondrial dos complexos | e Il quanto como agente
desacoplador da fosforilacdo oxidativa.

INTRODUCAO

A epigalocatequina-3-galato (EGCG) € a mais abundante e potente catequina
do cha-verde. Esta substancia possui inameros efeitos benéficos, como
antioxidante, antiinflamatério, antineoplasico, anti-angiogénico e antialérgico.
Apesar dos inumeros beneficios que o cha verde pode proporcionar a saude,
reacoes de hepatotoxicidade tém sido associadas a seu uso, principalmente
guando é utilizado para o controle do peso corporal (SHI et al., 2021). O uso de
preparacdes a base de cha-verde pode estar associado ao aumento da
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atividade das transaminases séricas, ocorréncia de lesdo hepatocelular e
presenca de infiltrados inflamatorios no figado (MAZZANTI et al, 2015).

Apesar dos estudos sobre os efeitos toxicos da EGCG em hepatdcitos
isolados, 0 mecanismo exato de sua toxicidade ndo esta bem esclarecido.
Sabe-se que ela interfere com a respiragao celular, prejudicando a capacidade
de geracdo de energia celular, como observado em experimentos utilizando
hepatdécitos isolados (KUCERA et al., 2015). Todavia, experimentos utilizando
mitocondrias isoladas de figado de rato ndo foram conduzidos até o momento,
0 que é muito interessante do ponto de vista mecanistico. Por este motivo, o
presente trabalho tem como objetivo investigar os efeitos diretos do EGCG
sobre a bioenergética mitocondrial, utilizando mitocondrias isoladas do figado
de ratos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar, pesando entre 180 a 230 g.
Todos os procedimentos foram previamente aprovados pela Comissédo de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM
n. 6436291021). A alimentacdo dos animais consistiu em ragdo balanceada e
agua ad libitum. Para a remoc¢do do figado e subsequente isolamento de
mitocondrias, 0os animais foram previamente anestesiados com administracéo
intraperitoneal de cetamina (90 mg/Kg) e xilazina (9 mg/kg). ApGs remocéao, o
figado foi picotado em meio de isolamento, homogeneizado e as mitocondrias
foram isoladas por centrifugacdo diferencial. Para realizar a atividade
respiratéria mitocondrial, o consumo de oxigénio foi medido polarograficamente
utilizando um eletrodo de platina revestido por teflon. Mitocondrias intactas (1
mg proteina/mL) foram incubadas na camara fechada do oxigrafo em meio
contendo manitol 250 mM, KCI 10 mM, etileno glicol acido tetra-acético (EGTA)
5 mM, TRIS 10 mM (pH 7.4) e fosfato de potdssio 5 mM (BRACHT; ISHII-
IWAMOTO, 2003). Succinato (10 mM), glutamato (10 mM) e ascorbato (10 mM)
mais N,N,N’,N'-tetrametil-p-fenileno-diamina dihidrocloreto (TMPD, 0,4 mM)
foram utilizados como substratos. ADP, em concentracdo final de 125 pM, foi
adicionado nos tempos adequados. As velocidades de consumo de oxigénio
foram computadas a partir das inclinagcdes dos registros de concentracao
versus tempo e expressas em nmol de O, - min* - (mg proteina)*.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da figura 1 mostram os efeitos da EGCG sobre a respiracédo de
mitocondrias intactas quando o substrato utilizado foi o glutamato. Pode-se
observar que houve um estimulo de 206% no estado basal da respiracdo em
concentragcbes a partir de 750 uM, e de 230%, para concentracdes de 1000
MM. Ja no estado IV, os estimulos foram de 285% e 400%, com concentracdes
de 750 uM e 1000 uM, respectivamente. Contudo, no estado Il (estimulado por
ADP) a EGCG nao causou efeito significativo. Desse modo, a taxa de controle
respiratério (RC) reduziu a partir da concentracdo de 750 pM, indicando que a
mitocondria perdeu completamente a capacidade de retorno ao estado de
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respiragdo mais baixa, o que sugere um efeito de desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa.

Succinato + Rotenona

1
o]

Glutamato + Malato

@ Basad
ﬂj‘\i\‘ i Estadolll
T - Estado IV

60 & RC

T
[=2]

T T
N S
(.6, unwrjowu)
o1ugBIXQ ap ownsuo)

IN
o
1
r
(=)
IS
g

Consumo de Oxigénio
(nmol.min"tg%)
N
o
1

-@- Estado Ill
- Estado IV
& RC

Consumo de Oxigénio
(nmol.min"g%)
N @
9
\
*
o

T T T T T T T

T
T T T T T T T T
0 150 300 450 600 750 900 1050 0 150 300 450 600 750 900 1050
Concentragéo (uM)

Concentragdo (uM)

Figura 1. Efeitos da EGCG na atividade respiratéria de mitocondrias intactas de figado de rato
com o substrato glutamato (+ malato) e succinato (+ rotenona). Mitocéndrias (1,0 mg-mL "1)
foram adicionadas ao meio de reacéo no recipiente fechado do oxigrafo. A EGCG foi dissolvida
em DMSO e adicionada ao meio de reacdo nas concentra¢cdes de 20, 50, 100, 150, 250, 500,
750, 1000 uM. Experimentos de controle contendo apenas DMSO também foram feitos
(concentracgédo 0).

A figura 1 também ilustra os resultados obtidos do efeito da EGCG com o
substrato succinato. Pode-se observar que no estado basal ocorreu estimulo
de 149%, a partir da concentracao de 250 puM, seguido de 164%, 169% e 174%
com as concentracbes de 500 uM, 750 uM e 1000 pM, respectivamente. Um
declinio, a partir da concentracdo 500 uM foi observado na curva de consumo
de oxigénio no estado lll, alcangando inibicdo maxima com a concentracéo de
1000 uM. Em relacdo ao estado IV, em concentracdes menores do que 500 uM
houve um discreto estimulo, entretanto, concentragdes a partir de 750 pM
provocaram um discreto declinio. Como consequéncia da inibicdo da
respiracdo do estado Ill e no estado IV, houve diminuicdo do controle
respiratorio a partir de 150 uM, alcancando o valor de 1 na concentracdo de
500 pM.

Com a finalidade de melhor compreender os resultados obtidos em
mitocondrias intactas, a atividade dos complexos enzimaticos mitocondriais |, Il
e \Y foram avaliados em mitocondrias rompidas por
congelamente/descongelamento. Os substratos propostos para os medir 0
funcionamento dos complexos foram, respectivamente, NADH, succinato e
TMPD + ascorbato e os resultados podem ser observados na figura 2. O NADH
€ responsavel por doar elétrons para o complexo enzimatico | na cadeia
transportadora. De fato, a droga foi capaz de atuar de maneira inibitoria,
reduzindo em até 66% e 58% nas concentracdes de 750 uM e 1000 uM o
consumo de oxigénio quando em altas concentracdes. Da mesma maneira, ao
utilizar o succinato como substrato, fornecendo assim elétrons ao complexo |l
da cadeia, houve diminuicdo de 66% e 60% nas concentracdes de 750 pM e
1000 uM respectivamente, do funcionamento das suas atividades, mostrando
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outra vez caréter inibitério na respiracdo. No entanto, ao avaliar o complexo IV,
no qual o TMPD + ascorbato atua como doador de elétrons, ndo foram
observadas diferengas significativas.
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Figura 2. Efeitos da EGCG na atividade das enzimas ligadas a membrana mitocondrial.

CONCLUSOES

Os resultados indicam que a EGCG tem atividade desacopladora e também
inibidora do transporte de elétrons nos complexos | e Il da cadeia respiratéria
mitocondrial. Estes efeitos podem interferir negativamente com a capacidade
de geracédo de ATP mitocondrial, o que pode estar relacionado com os efeitos
toxicos atribuidos a EGCG.
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