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RESUMO

A amiodarona é um dos farmacos mais usados para o tratamento de arritmias
cardiacas, tanto ventriculares como supraventriculares. Apesar de sua eficacia, o uso da
amiodarona estéa associado a varios efeitos adversos, incluindo a toxicidade pulmonar. O
mecanismo pelo qual a amiodarona causa lesdo nas células pulmonares humanas néo €
inteiramente conhecido, mas estudos em cultura de células hepéaticas humanas e
pulmonares de ratos tém sugerido que a disfungdo mitocondrial e o estresse oxidativo tém
um papel importante na citotoxicidade da amiodarona. Os compostos fendlicos,
incluindo catequina e epicatequina sdo amplamente distribuidos na natureza e conhecidos
por sua capacidade de reduzir o estresse oxidativo. Além disso, alguns compostos
fendlicos sdo capazes de modular a atividade mitocondrial. Em vista disso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a capacidade dos compostos fenolicos catequina e epicatequina
em a disfuncdo mitocondrial e os danos oxidativos causados pela amiodarona em células
de fibroblasto de pulm&o humano (MRC-5). Para atingir os objetivos as células MRC-5
foram tratadas com diferentes concentragdes de catequina e epicatequina e apés foram
expostas a amiodarona 100 puM. A disfuncdo mitocondrial foi determinada atraves da
atividade do complexo | da cadeia de transporte de elétrons e a biossintese de ATP
usando Kits especificos. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de 3-[4,5-
dimetiltiazol 2-il]-2,5 difenil brometo de tetrazolina. A atividade das enzimas superdxido
dismutase e catalase foram determinadas espectrofotometricamente. Os danos oxidativos
a lipideos e proteinas foram verificados atraves dos ensaios de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico e a proteinas carboniladas, respectivamente, e 0s niveis de 6xido
nitrico foram avaliados usando o método de Griess. Os resultados mostraram que a

amiodarona inibiu a atividade do complexo | da cadeia de transporte de elétrons em 53%
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e a biossintese de ATP em 9,5% e tanto a catequina como a epicatequina foram capazes
de evitar estes efeitos em todas as concentracfes (5, 10, 20 uM) testadas. Verificou-se
que a amiodarona reduziu a atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase
(indicando producdo de superdxido e perdxido de hidrogénio) e aumentou os danos
oxidativos a lipideos e proteinas. Os compostos fendlicos catequina e epicatequina foram
capazes de minimizar as alteragcbes no metabolismo redox induzidos pela amiodarona e
aumentar a viabilidade nas células MRC-5. Catequina e epicatequina reduziram a
deplecdo de 6xido nitrico causada pela amiodarona. Este trabalho mostrou, pela primeira
vez, que o mecanismo de toxicidade da amiodarona em células MRC-5 esté4 associado a
disfuncdo mitocondrial, principal causa de geracdo de dano oxidativo celular e que estes
efeitos toxicos sdo em parte reduzidos pela catequina e epicatequina. Embora outros
estudos sejam necessarios, estes dados abrem novas perspectivas para estudos visando o
desenvolvimento de medicamentos que minimizem os efeitos toxicos da amiodarona.

Palavras-chaves: arritmia, doenca cardiovascular, estresse oxidativo, mitocondria.



ABSTRACT

Amiodarone is among the most widely used drugs for the treatment of ventricular
and supraventricular cardiac arrhythmias. However, the use of amiodarone is associated
with several side effects including pulmonary toxicity. The mechanism of amiodarone
toxicity is not well known, but studies in human liver cells and rats lung cells have been
suggested that mitochondrial dysfunction and oxidative stress play important role in the
amiodarone cytotoxicity. Phenolic compounds, including catechin and epicatechin are
widespread in nature and known for their ability to reduce oxidative stress. In addition,
some phenolic compounds are able to modulate mitochondrial activity. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the ability of phenolic compounds catechin and
epicatechin to minimize the mitochondrial dysfunction and oxidative damage induced by
amiodarone in human lung fibroblast cells (MRC-5). To achieve the objectives, MRC-5
cells were treated with different concentrations of catechin and epicatechin and then
amiodarone 100 pM. Mitochondrial dysfunction was determined by the activity of
complex | of the electron transport chain and ATP biosynthesis using specific kits. Cell
viability was assessed by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
assay. The activity of the enzymes superoxide dismutase and catalase were determined
spectrophotometrically. The oxidative damage to lipids and proteins have been verified
through the test substances reactive to the thiobarbituric acid and carbonyl protein,
respectively, and nitric oxide levels were evaluated using the Griess method. The results
showed that amiodarone inhibit 53% of the activity of complex | of the electron transport
chain and 9.5% of ATP biosynthesis and both catechin and epicatechin were able to avoid
these effects in all concentrations (5 10, 20 mM) tested. It was found that amiodarone

reduced the superoxide dismutase and catalase activities (indicating the production of



radicals superoxide and hydrogen peroxide) and increased oxidative damage to lipids and
proteins. Phenolic compounds catechin and epicatechin were able to minimize alterations
in the redox metabolism and increase in viability of MRC-5 cells. Furthermore, catechin
and epicatechin reduced nitric oxide depletion caused by amiodarone. This study showed,
for the first time, that toxicity of amiodarone in human lung cultured cells is associated, at
least, in part, with mitochondrial dysfunction which was avoided by catechin and
epicatechin. Although further studies are needed, these data open new perspectives for
studies aiming the development of drugs that minimize the toxic effects of amiodarone.

Keywords: arrhythmia, cardiovascular disease, oxidative stress, mitochondria.
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1. INTRODUCAO

As arritmias cardiacas sdo caracterizadas pela frequéncia, formacdo e/ou
conducdo anormal do impulso elétrico a partir do miocéardio (Pastore et al., 2009). A
amiodarona é um dos farmacos mais usados para o tratamento de arritmias cardiacas,
sendo indicada, especialmente, para o tratamento de arritmias ventriculares e
supraventriculares (Albayrak et al., 2009).

Apesar de sua alta eficacia, 0 uso da amiodarona esta associado a varios efeitos
adversos como disfuncdo da tireoide, toxicidade hepatica e pulmonar. A toxicidade
pulmonar esta relacionada ao tempo prolongado do tratamento e/ou as altas doses do
farmaco (Oyama et al., 2005) e pode levar a necessidade de interrupcéo do tratamento. O
mecanismo pelo qual a amiodarona causa lesdo nas células pulmonares ndo é
inteiramente conhecido, mas estudos tém sugerido que disfun¢do mitocondrial e o
estresse oxidativo tém um papel importante nos mecanismos de citotoxicidade (Fromenty
et al., 1990; Bolt et al., 2001; Serviddio et al., 2011; Felser et al., 2013).

De fato, estudos in vitro demonstraram que a amiodarona foi capaz de inibir o
complexo | da cadeia de transporte de elétrons em células de figado de camundongos
(Fromenty et al., 1990), em células de pulmdo de hamster (Bolt et al., 2001), e em
células de hepatoma humano (HepG;) (Felser et al., 2013). O mesmo foi observado em
um estudo realizado in vivo, em figado de ratos (Serviddio et al., 2011). O complexo | é a
principal fonte enddgena de geracdo de espécies reativas, principalmente de superdxido
(Kussmaul & Hisrst, 2006). Alteracbes na cadeia de transporte de elétrons levam a
reducdo da sintese de ATP, e a geracdo de danos oxidativos (Murphy, 2009; Che et al.,

2014).



Entre os antioxidantes, os compostos fendlicos sdo os mais amplamente
distribuidos na natureza, e podem ser classificados em flavonoides e ndo flavonoides. Os
flavan-3-ol sdo a subclasse mais complexa dos flavonoides e incluem a catequina e seu
epimero epicatequina (Crozier et al., 2009). Embora ainda pouco estudados, sabe-se que
alguns compostos fenolicos podem modular a atividade da cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial (Carrasco-Pozo et al., 2012). J& foi demonstrado que a catequina €
capaz de reduzir danos oxidativos e a disfungcdo mitocondrial induzida por rotenona e
outros agentes pro-oxidantes em mesencéfalo de embrides de ratos (Mercer et al., 2005).
Estudo analisando bidpsia de musculo de quadriceps femoral de pacientes com diabetes
tipo 2 e insuficiéncia cardiaca, apés a ingestdo de chocolate rico em epicatequina,
demostrou que epicatequina modulou a expressao e a atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase e catalase (Ramirez-Sanchez et al., 2013). No entanto, até o
momento ndo ha estudos avaliando os danos causados pela amiodarona em células MRC-
5 nem os efeitos de compostos fenolicos nestes tratamentos.

Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a disfungdo mitocondrial e
os danos oxidativos causados pela amiodarona em células de fibroblasto de pulméo
humano (MRC-5), e a capacidade dos compostos fenolicos catequina e epicatequina de
minimizar estes danos. Os resultados deverdo contribuir para um maior esclarecimento do
mecanismo da acdo dos compostos fendlicos em processos associados a O estresse

oxidativo e disfuncdo mitocondrial causados pela amiodarona.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 ARRITMIAS CARDIACAS E SEU TRATAMENTO COM AMIODARONA

As arritmias cardiacas sdo caracterizadas pelo ritmo irregular dos batimentos
cardiacos, que podem ser muito lentos (<60 batimentos/min) ou muito rapidos (> 100
batimentos/min) (Fu, 2015). As arritmias incluem alteracdo na regularidade, ou local de
origem do impulso, ou anormalidade na conducgdo deste impulso, modificando a
sequéncia normal de despolarizacéo de atrios e ventriculos (Porto, 1998).

As arritmias podem ser classificadas em ventriculares e supraventriculares. Dentre
as arritmias cardiacas, a fibrilacdo atrial (FA) é uma arritmia supraventricular em que
ocorre uma completa desorganizacdo na atividade elétrica atrial, fazendo com que os
atrios percam sua capacidade de contracdo, ndo gerando sistole atrial. Devido a isso, a FA
é comumente associada a insuficiéncia cardiaca congestiva e acidente vascular cerebral
(Zimerman et al., 2009). O risco de desenvolver um acidente vascular cerebral é cinco
vezes maior em pacientes com FA. Além disso, estima-se que nas proximas décadas,
devido ao aumento de idosos na populagdo, a incidéncia de FA aumente, pois a
prevaléncia da FA aumenta com o avangar da idade (WHO, 2011).

A amiodarona foi desenvolvida originalmente como um farmaco antianginoso na
Bélgica, em 1962 (Singh, 1983). Posteriormente foram observadas suas propriedades
antiarritmicas, primeiro na Europa e na América do Sul, onde sua utilizagdo como
antianginoso e antiarritmico teve grande aceitacdo. Nos EUA, foi aprovada pelo Food and
Drug Administration (FDA) em 1985, para adultos com arritmias ventriculares
potencialmente fatais quando outros tratamentos sdo ineficazes ou nao séo tolerados. O
uso da amiodarona intravenosa foi aprovado pela FDA em 1995, com a mesma indicacao

(Herendael & Dorian, 2010). A amiodarona ¢ um dos farmacos mais usados para o



tratamento de arritmias cardiacas, sendo indicado para o tratamento e profilaxia de
arritmias ventriculares e arritmias supraventriculares (Singh, 2008).

A amiodarona, (2-n-butil-3-benzofuranil)-[4-[2-(dietilamino)-etoxi]-3,5-
diiodofenil]-metanona) (Figura 1), com a formula molecular CasH,9l,NO3, é derivada dos
benzofuranos e possui um peso molecular de 645,3116 g/mol (Han et al., 2009) . E um
analogo estrutural dos hormonios da tireoide, e € composta por um anel benzofurano com
um grupo lateral butil, uma parte diiodobenzoil altamente lipofilica, e pela parte
dietilamino-p-etoxi. Os dois atomos de iodo, ligados ao mesmo anel benzénico, séo

responsaveis por 37% do peso total da sua molécula (Han et al., 2009).

N
Hyc—/

Figura 1. Estrutura quimica da amiodarona (adaptado de Golli-Bennour et al.,

2012).

O principal mecanismo pelo qual a amiodarona exerce seu afeito antiarritmico é
a diminuicdo da condutancia para o0 potassio, 0 que ocasiona um prolongamento na
duracdo do potencial de acdo e consequentemente do periodo refratario em todo o tecido
cardiaco, sem afetar significativamente o potencial transmembrana diastolico (Nattel &

Singh, 1999; Han et al., 2009; Fuchs et al., 2010). Afeta em menor grau a condutancia
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para a entrada de sodio e de calcio, com efeito reduzido na amplitude do potencial de
acdo e na velocidade de despolarizacdo. Além disso, a amiodarona é um inibidor ndo
competitivo a ¢ B adrenérgico (Nattel & Singh, 1999).

As dosagens usadas para o tratamento com a amiodarona variam de acordo com
0 tipo de arritmia cardiaca. Em geral, para adultos (por via oral), com arritmias
ventriculares refratarias deve-se usar 800 mg a 1,6 g por dia, inicialmente, seguida por
600 a 800 mg ao dia ap6s uma ou duas semanas e, em seguida, 400 a 800 mg
diariamente. Para arritmias supraventriculares, inicia-se com 600 mg ao dia divididos em
trés porcgdes, durante uma semana, seguidos por 200 a 400 mg ao dia. Em alguns
pacientes, pode ser suficiente uma dose de manutencdo de 200 mg em dias alternados.
Para a sindrome bradicardia-taquicardia, inicia-se o tratamento com 200 mg duas vezes
ao dia, seguidos por 200 a 600 mg ao dia. Para criangas, sdo utilizados 3 a 20 mg/kg
diariamente. Quando a administracdo for por via intravenosa, para adultos, recomenda-se
inicialmente, até 5 mg/kg administrados durante um periodo de 5 a 15 minutos. Esta
dose nédo deve ser repetida em 15 minutos. O farmaco pode entdo ser infundido na dose
de 600 mga 1,2 g, a cada 12 a 24 horas, durante varios dias (Franga, 2015).

Quando administrada por via oral, a absor¢cdo da amiodarona é variavel,
incompleta e lenta (periodo de laténcia de trinta minutos a trés horas). A sua
biodisponibilidade oral € em torno de 50%. O pico plasmatico é atingido em trés a sete
horas (Han et al., 2009). A amiodarona distribui-se amplamente nos tecidos, com
predominio no figado, seguindo-se o tecido adiposo, pulméo, tecido linfatico, miocardio e
musculo esquelético, 0 que provoca um atraso no inicio da acdo (2 a 3 dias). Apds
administracdo de dose Unica endovenosa, a amiodarona apresenta inicio de acdo cardiaca
entre um e trinta minutos, com duragdo de efeito de uma a trés horas. A concentracédo

plasmatica terapéutica € de 1 a 2,5 pg/mL. Apos a interrupgdo do tratamento por via oral



o efeito da amiodarona permanece por semanas ou meses. Concentragdes plasmaticas de
amiodarona sdo detectaveis até seis meses ap0s a interrup¢do do tratamento (WHO-NHS,
2009). A amiodarona € capaz de atravessar a placenta em mulheres gravidas e é excretada
em quantidades varidveis no leite materno. Este farmaco tem excregdo biliar, €
metabolizado no figado, e o seu metabdlito ativo é a N-desetilamiodarona, que também
possui atividade antiarritmica, e aumenta a citotoxicidade da amiodarona ““in vitro” (Roth
et al., 2013). A metabolizacdo de amiodarona para N-desetilamiodarona é catalisada pelo
citocromo P450 (CYP450-3A4) (Han et al., 2009).

O uso da amiodarona pode ocasionar varios efeitos adversos, os quais sdo mais
frequentes em doses didrias maiores ou iguais a 400 mg (Garg et al., 2012) ou em
concentracGes menores utilizadas por tempo prolongado (Nacca, 2012). A incidéncia de
efeitos adversos é de 15% durante o primeiro ano de uso de amiodarona, podendo chegar
a 50% quando utilizada por longos periodos (Goldschlager et al., 2007). Entre os efeitos
adversos causados pela amiodarona estdo a disfuncdo da tireoide, microdepositos de
lipideos na cornea, manifestacbes neuromusculares, exacerbacdo da arritmia, leséo
hepatica e toxicidade pulmonar. Dentre estes, 0s que mais preocupam sdo exacerbacdo da
arritmia, que é um efeito adverso secundario a qualquer antiarritmico, distdrbios da
tireoide, lesdo hepatica grave e toxicidade pulmonar (Garg et al., 2012).

A amiodarona tem estrutura semelhante aos hormonios da tireoide,
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), e contém uma grande quantidade de iodo,
especificamente, um comprimido de 100 mg contém 250 vezes a exigéncia diéria de iodo
que é de (150-200 ng). Por isso, 0 uso de amiodarona pode causar danos a tireoide como
o0 hipotireoidismo, ou hipertireoidismo (Park & Kim, 2014; Jabrocka-Hybel et al., 2015).
O principal mecanismo pelo qual a amiodarona interfere no funcionamento da tireoide € a

inibicdo da enzima iodotirosina deiodinase responsavel pela formagdo do T3 a partir do



T4. Além disso, a amiodarona é muito semelhante estruturalmente ao T3, e alguns de
seus efeitos tem sido atribuido a sua interferéncia em transportadores e receptores de
hormonios tireoidianos. Além de sua citotoxicidade nas células da tireoide (Park & Kim,
2014).

As manifestacdes hepéaticas podem ser caracterizadas pelo aumento moderado
das transaminases (1 a 2 vezes o valor normal), podendo retornar ao normal,
espontaneamente, ou com a reducdo da dose, e ocorrem em mais de 15 a 30% dos
pacientes. A hepatite e a cirrose ocorrem em até 3% dos pacientes (Goldschlager et al.,
2007). Ao contrario da toxicidade a tireoide em que o mecanismo de acdo é bem
determinado, o mecanismo da toxicidade hepatica ainda ndo é bem esclarecido.

A toxicidade pulmonar é um dos mais sérios efeitos adversos induzidos pela
amiodarona e pode levar a necessidade de interrupcdo do tratamento. A toxicidade
pulmonar pode ocorrer em qualquer momento durante o tratamento ou, mesmo, apos a
descontinuacdo da terapia. Os fatores de risco mais importantes sdo a idade do paciente, 0
tempo do tratamento e a dosagem de amiodarona. O maior risco ocorre gquando a
administracdo de amiodarona é de 400 mg/dia, por tempo superior a dois meses, ou 200
mg/dia, durante dois anos. Outros fatores de risco sdo: sexo masculino, doenca pulmonar
pré-existente, e altas doses de oxigenoterapia com ou sem ventilagdo mecénica (Oyama et
al., 2005; Nacca et al., 2012). Um estudo entre os individuos japoneses demonstrou uma
incidéncia cumulativa relativamente alta de 4,2%, 7,8% e 10,6% em um, trés e cinco
anos, respectivamente, com uma dose média de manutencdo de 141 mg de amiodarona
por dia (Yamada et al., 2007). A amiodarona concentra-se em tecidos periféricos o que
pode estar relacionado a sua toxicidade pulmonar, sendo que a concentracdo de

amiodarona nas células pulmonares € maior do que no coracdo. Além disso, a via de



administracdo é importante, ja que a amiodarona acumula-se rapidamente nos pulmdes de
pacientes que receberam amiodarona por administragédo endovenosa (Nacca et al., 2012).

A toxicidade pulmonar (pneumonite alveolar /intersticial ou fibrose, pleurite,
bronquiolite obliterante com pneumonia em organizagdo), as vezes fatal, ocorre em até
13% dos pacientes (Oyama et al., 2005), podendo levar a morte em 10 a 23% dos casos
(WHO-NHS, 2009).

Embora o mecanismo responsavel pela toxicidade da amiodarona ainda nédo esteja
totalmente esclarecido, ja foi descrito que a amiodarona pode inibir a cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial e exercer um efeito pré-oxidante. De fato, estudos in vitro
realizados com amiodarona mostraram que este farmaco foi capaz de inibir o complexo |
da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e diminuir a producdo de ATP em
mitocondria de figado de camundongos (Fromenty et al., 1990), em
células de pulméo de hamster (Bolt et al., 2001), e em celulas de hepatoma humano
(HepGy) (Felser et al., 2013). Também foi observada a disfungdo mitocondrial in vivo em
células hepaticas de ratos onde amiodarona inibiu a atividade do complexo I, reduziu os
niveis de ATP e diminuiu o potencial de membrana. No mesmo estudo, amiodarona
causou danos oxidativos como peroxidacdo da cardiolipina, peroxidacdo lipidica e 4-
hidroxinonenal adutos de proteinas (Serviddio et al., 2011).

Em vista disso, estudos com antioxidantes como a N-acetilcisteina (NAC) e a
vitamina E foram realizados com o objetivo de minimizar os efeitos deletérios da
amiodarona. A NAC, em células hepaticas de ratos tratados com amiodarona, ndo
conseguiu reverter aos niveis basais os danos causados pela amiodarona, principalmente a
atividade do complexo | da cadeia de transporte de elétrons e a producdo de ATP,
também ndo reverteu totalmente a peroxidacao lipidica, por outro lado, foi capaz de evitar

a peroxidacdo da cardiolipina, a formacdo de 4-hidroxinonenal adutos de proteinas e



evitou a diminuicdo do potencial de membrana (Serviddio et al., 2011). A vitamina E
reduziu os danos teciduais pulmonares em hamsters (Card et al., 2003), mas néo foi capaz
de reverter danos mitocondriais como inibi¢cdo do complexo I e alteracéo do potencial de
membrana, nem em células pulmonares de hamster (Card et al., 2003) e nem em

hepatdcitos de ratos (Deng et al., 2014) tratados com amiodarona.

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

As espécies reativas ER mais conhecidas sdo o anion superéxido (O;™), o 6xido
nitrico (ON"), o peroxinitrito (ONOQ), o radical hidroxila (HO"), e o peroxido de
hidrogénio (H,0,) (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Normalmente as ER sdo contrabalanceadas pelas defesas antioxidantes, no
entanto quando o nimero de ER ultrapassa a capacidade das defesas antioxidantes, ou
quando estas defesas estdo diminuidas, ocorre o0 estresse oxidativo. O estresse oxidativo
pode ser associado a doencas, uma vez que, quantidades aumentadas de metabdlitos
oxidativos tém sido detectadas em pacientes com diabetes mellitus, doengas
imunodegenerativas e cancer (Halliwell & Gutteridge, 2007).

A formacéo de ER intracelular pode ser induzida por fatores externos tais como
irradiacdo (ultravioleta, raios-X e gama), poluentes atmosféricos, como diéxido de
nitrogénio (NO,), constituintes do tabaco, etanol, pesticidas e farmacos (Lobo et al.,
2010).

Entre os farmacos capazes de induzir a formacdo de ER estdo o paracetamol, e
drogas antitumorais como o metotrexato, doxirrubicina e cisplatina (Deavall et al., 2012).
Estes farmacos aumentam a producdo de ER que causam danos a macromoléculas
principalmente no figado e nos rins. Além dos fatores externos que podem induzir a
geracdo de ER, estas podem ser geradas por fatores internos, principalmente pela cadeia

de transporte de elétrons mitocondrial (Rahal et al., 2014).



A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial é constituida por carreadores de
elétrons que consistem em cinco complexos proteicos (I-V), inseridos na membrana
mitocondrial interna. O complexo | (NADH- desidrogenase) e o complexo Il (succinato-
desidrogenase) catalisam a transferéncia de elétrons para a ubiquinona a partir de dois
doadores de elétrons diferentes, NADH e FADH,, respectivamente. O complexo Il
(ubiquinona: citocromo C-oxirredutase), transfere os elétrons do ubiquinol (QH,) para o
citocromo C. Os elétrons sdo entdo carregados do citocromo C para o oxigénio molecular,
sendo reduzidos a H,O pelo complexo IV (citocromo-oxidase). A medida que os elétrons
fluem/passam pelos complexos 1, 111 e 1V, prétons (H") sdo bombeados da matriz para o
espaco intermembrana. A forca préton-motriz impulsiona a sintese de ATP, a medida que
os protons fluem passivamente de volta a matriz, através de um poro para prétons

associados com a ATP-sintase, também conhecida como complexo V (Figura 2) (Nelson

& Cox, 2011).
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Figura 2. Cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. O fluxo de elétrons €
acompanhado pela transferéncia de prétons através da membrana, produzindo tanto um
gradiente quimico (ApH) quanto um gradiente elétrico (A¥). A membrana mitocondrial
interna € impermeavel a prétons, e os prétons retornam a matriz através de canais
especificos de prétons (Fg). A forca préton-motriz que direciona os prétons de volta para
a matriz proporciona a energia para a sintese de ATP, catalisada pelo complexo F; e
associada ao Fo (ATP sintase) (adaptado de Nelson & Cox, 2011).
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A diminuicédo na atividade do complexo | leva a um aumento na geracdo de O,
0 qual é formado a partir do escape de elétrons da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial (Kussmaul & Hisrst, 2006; Carrasco-Pozo et al., 2011; Carrasco-Pozo et al.,
2012). Disfuncgdes na cadeia de transporte de elétrons levam a reducédo da sintese de ATP,
e a geracdo de danos oxidativos. Os danos oxidativos mitocondriais podem aumentar a
tendéncia das mitocondrias para liberar o citocromo C do espaco intermembrana para o
citosol por permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa (MOMP) e assim ativar
as caspases levando a apoptose celular (Murphy, 2009; Che et al., 2014).

Os efeitos deletérios das ER sdo minimizados pelos sistemas antioxidantes
(Tomé et al., 2010) (Figura 3). Fazem parte das defesas antioxidantes enzimaticas a
superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GSR) e
a glicose-6-fosfato desidrogenase. A superoxido dismutase converte 0 O, em H,0,, 0
qual se torna substrato para a enzima catalase ou GPx. A enzima GSR converte a
glutationa de sua forma oxidada (GSSG) para a forma reduzida (GSH) e a glicose-6-
fosfato desidrogenase, regenera 0 NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato)
no ciclo das pentoses para manter um ambiente redutor (Rahman, 2007; Carocho &
Ferreira, 2013).

Em células eucariotas, ha vérias isoformas da enzima superdxido dismutase,
geralmente presentes em compartimentos celulares distintos (Fridovich, 1998; Blokhina
et al., 2003). A SODCuZn, a primeira a ser caracterizada, € um homodimero contendo
cobre e zinco e que se encontra quase, exclusivamente, no espaco citoplasmatico
(Fridovich, 1998; Zelko et al., 2002). A SODMn é uma proteina que contém manganés
em seu sitio ativo e na maioria dos animais e leveduras pode ser encontrada na
mitocondria (Fridovich, 1998). A superdxido dismutase 3 ou ECSOD, mais recentemente

caracterizada, é um tetramero que contém cobre e zinco em seu sitio ativo e possui um
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peptideo sinalizador que direciona essa enzima exclusivamente para o espago extracelular

(Zelko et al., 2002).

ANTIOXIDANTES

Superdxido dismutase Compostos fendlicos
Catalase Vitaminas
Glutationa peroxidase Carotenoides
Glutationa redutase Glutationa
Glicose 6-P-desidrogenase Acido drico

Figura 3. Principais defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas (adaptado
de Carocho & Ferreira, 2013).

A catalase é um tetramero formado por unidades idénticas, sendo que cada
mondmero contém um grupo prostético heme no centro catalitico. Em animais, a enzima
catalase esta presente nos eritrocitos e em praticamente todos os principais 0rgaos,
encontrando-se, por exemplo, em maior concentracdo, no figado e no rim e em menores
quantidades no cérebro e coracdo (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Fazem parte dos antioxidantes ndo enzimaticos as vitaminas, principalmente a
vitamina A (retinol), vitamina C (acido ascérbico) e vitamina E (tocoferol); os
carotenoides, como o f-caroteno, licopeno e a luteina; compostos diversos como o &cido
arico, o selénio, a glutationa; e os compostos fendlicos (Halliwell & Gutteridge, 2007;
Carocho & Ferreira, 2013). Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios
produzidos pelas plantas em resposta ao estresse ambiental e fisiologico, tais como a a¢éo
de agentes patogénicos, ataque de insetos e radiacdo ultravioleta. Constituem um dos

mais numerosos grupos de compostos naturais amplamente distribuidos no reino vegetal
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(Tsao, 2010). Apesar de nas ultimas cinco décadas os compostos fendlicos terem sido
considerados moléculas principalmente antioxidantes, agora eles sdo cada vez mais
reconhecidos como moléculas pleiotropicas, capazes de exercer varias atividades, entre
elas, anti-inflamatdria, antimicrobiana e anticarcinogénica. Mais recentemente estudos
tém demonstrado que os compostos fendlicos podem modular a atividade mitocondrial
(Sandoval-Acuna, 2014). Compostos fendlicos, como a quercetina, conseguem
reestabelecer a atividade da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e aumentar a
biossintese de ATP em células epiteliais de intestino humano Caco-2, quando a atividade
mitocondrial destas células esta inibida pelo farmaco indometacina (Carrasco-Pozo et al.,
2012).

Os compostos fendlicos apresentam, pelo menos, um anel fendlico em sua
composicdo, com um ou mais grupos hidroxila ligados, e séo classificados em ndo
flavonoides e flavonoides (Del Rio et al., 2013). Fazem parte dos ndo flavonoides os
acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos e os estilbenos. Os &cidos hidroxibenzoicos
apresentam a estrutura C6-C1, como por exemplo, o &cido galico. Os écidos
hidroxicinamicos, por outro lado, sdo compostos aromaticos com uma cadeia lateral de
trés carbonos (C6-C3), como por exemplo, o acido cafeico (Balasundram et al., 2006;
Russell & Duthie, 2011). Os estilbenos apresentam uma estrutura C6-C2-C6, e o
principal representante ¢ o resveratrol (Del Rio et al., 2013).

Os flavonoides (C6-C3-C6) sdo compostos fendlicos que possuem 15 carbonos
com dois aneis aromaticos conectados por trés pontes de carbono (Figura 4). A maioria
dos flavonoides ocorre naturalmente como glicosideos e ndo como agliconas. As
principais subclasses dos flavonoides sdo: flavonol, flavona, isoflavona, antocianidinas,

flavanona e flavan-3-ol (Tabela 1) (Del Rio et al., 2013).
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Figura 4. Estrutura do esqueleto carbonado dos flavonoides (adaptado de Del
Rio et al., 2013).

Os compostos flavan-3-ols, sdo a subclasse mais complexa de flavonoides, em
virtude de apresentarem dois centros quirais em C2 e C3, o que permite a formacao de
isbmeros como a catequina e a epicatequina. Catequina e epicatequina podem ser
hidroxilados em C5’ para a forma de galocatequina e epigalocatequina e também podem
sofrer esterificagdo com o &cido galico, por meio de estruturas complexas, incluindo as
proantocianidinas oligoméricas e poliméricas, que sdo conhecidos como taninos
condensados (Crozier et al., 2009).

As catequinas estdo presentes em uma grande variedade de produtos de origem
vegetal como cha-verde (Manach et al., 2005; Crozier et al., 2009), cacau (Manach et al.,
2005), uva, sucos de uvas, vinho (Crozier et al., 2009), chocolates (Manach et al., 2005;
Spadafranca et al., 2009) entre outros. O cha verde (Camellia sinensis) nao fermentado
contém cerca de 80% de flavonoides e o cha preto (fermentado) cerca de 20 — 30%. As
principais catequinas do cha verde sdo epicatequina; epicatequina-3-galato;
epigalocatequina; epigalocatequina-3-galato; catequina; galocatequina e galocatequina-
galato. O consumo das catequinas presentes no cha verde reduz eventos inflamatorios e
agregacao plaquetaria, previne aterosclerose, hipertensdo, disfuncdo endotelial, doencas
isquémicas cardiacas, cardiomiopatia, hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca

congestiva.
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Tabela 1. Principais classes de flavonoides, suas estruturas basicas e exemplos de

cada classe (adaptado de Del Rio et al., 2013; Sandoval-Acufia et al., 2014).

Classe Estrutura basica Principais representantes
Flavonol Quercetina,  canferol e
miricetina
Flavona
Apigenina e luteonina
0
Isoflavona ‘ |
O Genisteina e daidzeina
0
Catequina e epicatequina
Flavan-3-ol

Antocianidinas

Cianidina, delfinidina,

Petunidina

Flavanona

Hesperidina e naringenina
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Catequina Epicatequina
Figura 5. Estrutura quimica dos flavan-3-ol catequina e epicatequina (adaptado de
Del Rio et al., 2013).

Acredita-se que estes beneficios sejam, em parte, decorrentes da reducdo de
danos oxidativos (Islam, 2012; Bhardwaj & Khanna, 3013). A catequina é capaz de
proteger cultura de mesencéfalo de embrides de ratos de danos oxidativos induzidos por
cloridrato de N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinium  (MPP"), peroxido de
hidrogénio, 4-hidroxinonenal, rotenona e 6-hidroxidopamina. Neste mesmo estudo
catequina foi capaz de reestabelecer a fungcdo do complexo | mitocondrial alterada por
MPP" e rotenona (Mercer et al, 2005). Além disso, um estudo em musculo esquelético de
pacientes com diabetes tipo 2 e insuficiéncia cardiaca, que consumiram chocolate rico em
epicatequina durante trés meses, demonstrou que houve uma recuperagcdo nos niveis de
glutationa e uma diminuicdo dos niveis de carbonilacdo e nitrosilacdo de proteinas. No
mesmo estudo, observou-se um aumento da atividade e expressdo das enzimas
superdxido dismutase mitocondrial e catalase. O que foi demostrado, também, em
musculo esquelético de camundongos tratados por quinze dias com epicatequina isolada

(Ramirez-Sanchez et al., 2013).
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2.3 CELULAS DE MAMIFEROS COMO MODELO DE ESTUDO PARA AVALIACAO DE

DANOS MITOCONDRIAIS E OXIDATIVOS

A cultura de células constitui um importante instrumento para a avaliacdo da
atividade bioldgica de varias moléculas principalmente, em um momento em que a
ciéncia busca cada vez mais métodos capazes de proporcionar a reducdo, o refinamento

ou a substituicdo do uso de animais como modelos experimentais.

Com o objetivo de estimular o uso de modelos alternativos ao uso de animais, foi
criada aqui no Brasil, a Rede Nacional de Métodos Alternativos ao uso de animais
(RENAMA) através da portaria n°® 491, de 03 de fevereiro de 2012, do Ministério de
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI). Sua criagdo vem ao encontro do panorama
internacional que fomenta e privilegia o principio dos 3Rs. A Reducédo
(Reduction) significa a obtengdo de nivel equiparavel de informagdo com o uso de menos
animais em experimentacdo; o Refinamento (Refinement) promove o alivio ou a
minimizacdo da dor, sofrimento ou estresse do animal utilizado na experimentacdo e
a Substituicdo (Replacement) significa que o nivel equiparavel de informacéo é alcancado

sem 0 uso de animais vertebrados vivos.

As células de fibroblasto de pulméo humano (MRC-5) (Figura 6) foram isoladas
por Jacobs em setembro de 1966 e sdo derivadas de tecido pulmonar humano de feto com
14 semanas de gestacdo, do sexo masculino. Estas células crescem em cultura aderente,
com tempo de divisdo em torno de 24 horas e duplicacdo de tamanho da populacdo 42-46
vezes, antes do inicio da senescéncia (Jacobs et al., 1970). Esta cultura celular permite
avaliar diversas atividades biologicas, entre elas, danos mitocondriais, parametros de

estresse oxidativo e viabilidade celular.
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ATCC numero: CCL-171
Denominacdo: MRC-5

N

Baixa densidade Escala 100p  Alta densidade

scla 100p

Figura 6. Microscopia da cultura de células de fibroblastos de pulmao humano
(MRC-5). (A) Baixa densidade de crescimento, (B) alta densidade de crescimento
(adaptado de American Type Culture Colection (ATCC).

E possivel avaliar a viabilidade celular em cultura de células eucaridticas usando
ensaios como o do 3-[4,5-dimetiltiazol 2-il]-2,5 difenil brometo de tetrazolina (MTT).
Neste ensaio 0 MTT é oxidado formando cristais de formazan, sendo que a coloracéo
formada pelo cristal de formazan é proporcional a viabilidade celular (Denizot & Lang,
1986). Além da viabilidade celular, o cultivo de células de mamiferos permite quantificar
parametros de estresse oxidativo, como lesdes aos lipideos, proteinas e producédo de 6xido
nitrico (Ryter et al., 2007).

Os lipideos sdo alvos faceis de ER e, normalmente, aparecem oxidados em
condicBes de estresse oxidativo. Os danos nessas macromoléculas ocorrem através de
reacdes em cadeia, iniciando com ataque de ER e provocando um aumento da

permeabilidade da membrana celular para substancias que normalmente ndo atravessam a
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bicamada lipidica levando a inimeros eventos intracelulares. Entre os produtos finais da
peroxidacéo lipidica estdo os compostos de baixo peso molecular, como hidrocarbonetos
e aldeidos como, por exemplo, 0 malondialdeido (MDA). O contetdo de MDA formado
pode lesar as proteinas e também reagir com o DNA causando danos oxidativos
(Halliwell & Gutteridge, 2007). A determinacdo de espécies reativas ao 4&cido
tiobarbiturico (TBARS) € o método mais antigo e utilizado para medir a peroxidacdo de
acidos graxos e membranas celulares, sendo um importante indicativo dos niveis de dano
oxidativo lipidico. Esse método detecta ndo somente o MDA, mas também outros
aldeidos produzidos na lipoperoxidacdo (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Os danos oxidativos as proteinas podem afetar a funcéo de receptores, enzimas,
anticorpos e proteinas de transporte. A carbonilacdo de proteinas pode ocorrer pela
oxidacdo direta dos aminoacidos das cadeias laterais, pela interagdo das proteinas com
produtos finais da peroxidacgéo lipidica, como o 4-hidroxinonenal, e também através de
reacdes de glicacdo (Chakravarti & Chakravarti, 2007). A reacdo dos grupos carbonilicos
com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), formando 2,4-dinitrofenilhidrazona, tem sido
bastante utilizada como método de avaliacdo do conteudo de proteinas carboniladas
(Levine, 1990).

Os niveis de ON" podem ser quantificados em células de mamiferos de forma
indireta pela determinacdo de seu produto de decomposicdo, o nitrito (NO,), através da
reacdo de Griess. Essa reacdo é composta por duas etapas nas quais 0 agente nitrosante
trioxido de dinitrogénio (N,Os), gerado a partir da acidificacdo do NO, ou pela
autoxidacdo do ON’, reage com a sulfanilamida formando um ion diazénio que, por sua
vez, interage com o N-(1-naftil) etilenodiamina para formar um croméforo diazo colorido

que apresenta absorcdo em 550 nm (Bryan & Grisham, 2007).

A atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase pode ser determinada
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espectrofotometricamente, como um marcador das defesas antioxidantes em células
MRC-5. A atividade da enzima superdxido dismutase pode ser determinada de forma
indireta através da medida da formagdo do adrenocromo, resultante da auto-oxidagdo da
adrenalina. A atividade enzimatica sera inversamente proporcional a formacdo do
adenocromo (Bannister & Calabrese, 1987). A avaliagédo da atividade da enzima catalase
baseia-se na medida da velocidade de consumo do H,O, na amostra estudada. Essa
determinacdo € diretamente proporcional a atividade enzimatica e obedece a uma cinética
que mede a velocidade de decomposi¢do de H,O, em diferentes intervalos de tempo
(Aebi, 1984).

Além da viabilidade celular, dos danos oxidativos e das defesas enzimaticas e
possivel verificar a atividade mitocondrial em células MRC-5 avaliando a atividade do
complexo | da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e a biossintese de ATP. Para
avaliar a atividade do complexo | podem ser utilizados kits como o “Complex I Enzime
Activity Microplate Assay Kit” da Abcam® onde NADH ¢ oxidado a NAD" com a
reducdo simultdnea de um corante. A intensidade de cor observada e proporcional a
atividade do complexo I. A biossintese de ATP pode ser determinada pelo Kit de
bioluminescéncia CellTiterGlo® da Promega (Madison, WIS, USA), onde a enzima
luciferase na presenca de ATP oxida o luciferin formando um composto fluorescente,
cuja intensidade da fluorescéncia é proporcional a quantidade de ATP produzida pelas
células.

Em vista disso, optou-se por utilizar a linhagem MRC-5 como modelo de estudo
para avaliar os danos mitocondriais e oxidativos induzidos pela amiodarona. Os
compostos fendlicos catequina e epicatequina, da classe dos flavan-3-ol, tem mostrado
importante atividade bioldgica em diferentes sistemas e por isso, foram escolhidos para

este estudo. Os dados obtidos neste trabalho poderdo contribuir para um melhor
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entendimento do efeito bioldgico da amiodarona e, além disso, colaborar para uma
melhor compreensdo dos mecanismos que podem reduzir a toxicidade deste farmaco.
Embora ndo seja possivel extrapolar os resultados de estudos em cultura de células para

situacdes clinicas, estes dados podem ser importantes para um possivel uso terapéutico.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a disfungdo mitocondrial e o estresse oxidativo causados pela
amiodarona em células de fibroblasto de pulméo humano (MRC-5) e a capacidade de

catequina e epicatequina em minimizar estes danos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1 Avaliar a viabilidade (MTT) de células de fibroblasto de pulmdo humano MRC-5
tratadas com amiodarona em presenca e auséncia de catequina e epicatequina em

modelos de pré-tratamento, co-tratamento e pds-tratamento.

3.2.2 Determinar a atividade do complexo | da cadeia de transporte de elétrons e a
biossintese de ATP em células MRC-5 tratadas com amiodarona em presenca e auséncia

de catequina e epicatequina.

3.2.3 Avaliar a atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase em células MRC-5

tratadas com amiodarona em presenca e auséncia de catequina e epicatequina.

3.2.4 Verificar o dano oxidativo a lipideos, proteinas e os niveis de 6xido nitrico em

células MRC-5 tratadas com amiodarona em presenca, € auséncia de catequina e

epicatequina.

22



4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de artigo cientifico a

ser submetido para publicagcdo em revista internacional.
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Abstract

Amiodarone (AMD) is among the most widely used drugs for the treatment of
cardiac arrhythmias; however, it presents some adverse effects, which include pulmonary
toxicity. The mechanism of AMD toxicity is not well known, but some studies suggest
that mitochondrial dysfunction and oxidative stress may play a role in these adverse
effects. Catechin and epicatechin are recognized as important phenolic compounds able
to decrease oxidative stress. Therefore, the aim of this study was to evaluate the potential
of catechin and epicatechin to modulate the mitochondrial dysfunction and oxidative
damage caused by AMD in human lung fibroblast cells (MRC-5). For this purpose, the
mitochondrial dysfunction was assessed through the activity of mitochondrial complex |
and ATP biosynthesis. Cell viability was evaluated using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay. Superoxide dismutase and catalase activities
were evaluated spectrophotometrically. Lipid and protein oxidative stresses were
determined by thiobarbituric reactive substances and protein carbonyl assays,
respectively. Nitric oxide (NO) levels were evaluated using Griess reaction method.
Results showed that AMD was able to inhibit the activity of mitochondrial complex |

(53.0%) and ATP biosynthesis (9.5%) in MRC-5 cells. Lipid and protein oxidative
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markers and cell death increased, while superoxide dismutase and catalase activities and
NO production decreased in AMD treatments. Both catechin and epicatechin avoid
mitochondrial dysfunction restoring the activity of mitochondrial complex | and ATP
biosynthesis. Furthermore the phenolic compounds were able to restore the imbalance in
superoxide dismutase and catalase activities as well as NO levels induced by AMD.
Protein and lipid oxidative damage and cell death were reduced by catechin and
epicatechin in AMD treated cells. These data can contribute to the understanding of the
mechanisms of the AMD toxicity on human lung fibroblasts cells and the development of
new therapeutic strategies to reduce the adverse effects caused by AMD.

Keywords: arrhythmia, cardiovascular disease, mitochondria, toxicity.

1. Introduction

Cardiac arrhythmias are characterized by irregular heartbeat rhythm, which
could be either too slow (<60 beats/min) or too fast (>100 beats/min) [1]. Amiodarone
(AMD) (Figure 1) is an antiarrhythmic agent widely used to treat cardiac arrhythmias,
mainly atrial fibrillation [1]. Despite its pharmacological properties, AMD presents some
adverse effects, such as thyroid dysfunction, hepatic and pulmonary toxicity. Pulmonary
toxicity occurs in approximately 13% of the patients who can have an associated
mortality rate of 10% to 23% [2,3]. The mechanism by which AMD causes human
toxicity is not well known, but some studies in mammalian cells [4,5,6] and in vivo rat
model [7] suggest that mitochondrial dysfunction and oxidative stress may play a role in
AMD toxicity.

Mitochondria are recognized for their key role not only in ATP biosynthesis, but
also in the maintenance of redox metabolism and apoptosis regulation, making this

organelle a potentially therapeutic target. Disruption of mitochondrial homeostasis is
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associated with an increase of reactive oxygen species (ROS), mainly in the complex |
(nicotinamide adenine dinucleotide/CoQ oxidoreductase) of the mitochondrial electron
transport chain. In this complex, the superoxide radical (O,") is formed from electron
escape, leading to decreased electron transport, reduced ATP biosynthesis, and increased

oxidative stress [9].

N
H3C_/

Figure 1. Chemical structure of amiodarone (adapted from [8]).

Phenolic compounds are one of the most studied and effective group of bioactive
compounds [10]. Flavonoids catechin and epicatechin are among this class of compounds
(Figure 2) [11]. It was already demonstrated that catechin can reduce the mitochondrial
complex | inhibition induced by rotenone and N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridinium hydrochloride in primary rat mesencephalic cultures [12].

OH OH

Catechin Epicatechin

Figure 2. Chemical structures of catechin and epicatechin (adapted from [11]).
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Therefore, the aim of this work was to evaluate the ability of catechin and
epicatechin to minimize the mitochondrial dysfunction and oxidative damage induced by

AMD in human lung fibroblasts (MRC-5).

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

Amiodarone hydrochloride was obtained from Hipolabor (Brazil). Dulbecco’s
modified eagle medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), trypsin-EDTA and
penicillin-streptomycin were purchased from Gibco BRL (Grand Island, NY, USA). (¥)-
Catechin (CAT), (-)-epicatechin (EPI), thiobarbituric acid (TBA), trichloroacetic acid
(TCA), hydrolyzed 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMP) and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), were obtained from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). All other reagents and solvents were obtained from Sigma (St. Louis,

MO, USA).

2.2. Cells culture

MRC-5 cell line was purchased from the American Type Culture Collection
(ATCC). Cells stocks were frozen in solution including 10% dimethyl sulfoxide. Cells
were cultured in DMEM medium, supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine
serum, penicillin 100UI/mL and streptomycin 100ug/mL. Before the assays, cells were
incubated at 37 °C in an atmosphere of 5% CO, with 90% of humidity until to reach 80%

of confluence. Cells of the seventh to tenth passage were used for the experiments.

27



2.3. Cell treatments

Initially three different models of treatment with the predefined concentrations
of 100 uM of AMD were realized: (a) pre-treatment, where cells were treated for 30
minutes with CAT or EPI, washed with phosphate-buffered saline (PBS), exposed to
100 uM of AMD and incubated at 37 °C for 24 h; (b) co-treatment, where cells were
treated simultaneously with CAT or EPI plus AMD 100 uM and incubated at 37 °C for
24 hours; and (c) post-treatment, where cells were treated with AMD 100 uM for 24h,
washed with PBS, and then CAT or EPI were added and incubated for 30 min. Three
non-cytotoxic concentrations (50, 100 and 500 uM) of CAT and EPI was used, and the
viability was evaluated through MTT assay. The addition of CAT or EPI before AMD
reduced cell death induced by antiarrhythmic; therefore, this condition (pre-treatment)
was chosen to evaluate the effect of CAT and EPI on the modulation of the lipid and
protein oxidative damage as well as levels of NO in MRC-5 cells.

For testing the activity of complex I, ATP biosynthesis, superoxide dismutase,
and catalase enzymes activities, it was decided to maintain 100% cell viability, which
was obtained with one hour of treatment with AMD. Thus, for these assays, the treatment
time with AMD was reduced to one hour, and CAT and EPI were reduced to 5, 10, and
20 uM. Cells were treated for 30 min with CAT or EPI, washed with PBS exposed to 100
UM of AMD and incubated at 37 °C for one hour. Cells viability was evaluated through

MTT assay.

2.4. MTT assay
To evaluate the cell viability, cells at a density of 1x10° were treated with
phenolic compounds and AMD, and the MTT assay was used [13]. After the treatment,

cells were washed with PBS, exposed to 1 mg/mL per well of MTT solution, and
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incubated for 3 h at 37 °C. The precipitates were dissolved in 150 pL of
dimethylsulfoxide per well, and the absorbance of the resultant solution was measured
with a microplate reader (Victor-X3, Perkin Elmer, Finland) at 517 nm. The results were

expressed as a percentage of the control.

2.5. Mitochondrial function assessment

Cells at a density of 1x10" were treated with phenolic compounds and AMD,
washed with cold PBS, scraped and homogenized in PBS. An assay was performed using
the Complex | Enzyme Activity Microplate Assay Kit (Mitoscience, Abcam, Cambridge,
MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The results were expressed as
percentage of the control. To verify possible alterations in the ATP biosynthesis 5 x 10
cells/mL were treated and assayed for their ATP biosynthesis using the Cell-Titer-Glo®
assay (Promega, Madison, WI) according to the manufacturer’s instructions. The results

were expressed as percentage of the control.

2.6. Superoxide dismutase and catalase activities

Because mitochondrial dysfunctions can lead to a radical superoxide anion (O,")
and hydrogen peroxide (H,O;) production we also evaluated, the superoxide dismutase
and catalase activities. To performed these assays, 1 x 10’ cells were treated with
phenolic compounds and AMD, washed with PBS, scraped, and homogenized in PBS.
Cells were freeze-thawed 3 times for cell lysis. Then, the supernatants were used for both
enzymatic assays. Superoxide dismutase activity was measured by the inhibition of self-
catalytic adrenochrome formation rate at 480 nm, in a reaction medium containing 1
mmol/L adrenaline (pH 2.0) and 50 mmol/L glycine (pH 10.2) at 30 °C for 3 min

according to [14]. Results were expressed as USod/mg of protein. One unit is defined as
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the amount of enzyme that inhibits the rate of adrenochrome formation to 50%. Catalase
activity was measured according to the method described by [15]. The assay determined
the rate of H,0O, decomposition at 30 °C for 1 min in 240 nm. Results were expressed as
UCat/mg of protein. One unit was defined as the amount of enzyme that decomposes 1
nmol of H,O, in 1 min at pH 7.4. The protein concentration was determined by the

Lowry method, using bovine serum albumin as the standard [16].

2.7. Oxidative stress markers

Oxidative stress assessment included the quantification of lipid and protein
oxidative damage and NO production. For all assays, 1 x 10" cells were treated with
phenolic compounds and AMD 100uM. Cells were freeze-thawed 3 times for cell lysis.
The supernatants were used for all tests.

Lipid oxidative damage was evaluated using thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) assay, according to Wills (1966) [17]. Briefly, samples containing
400 pL of cell lysates were combined with 600 pL of 15% TCA and 0.67% TBA. The
mixture was heated at 100 °C for 20 min. After being cooled to room temperature, the
samples were centrifuged at 5000 rpm for 10 min. The supernatant fraction was isolated,
and its absorbance was measured at 530 nm. 1,1,3,3-tetramethoxypropane was used as
the standard, and the results were expressed as nmol of TMP/mg of protein.

Oxidative protein damage was evaluated as previously described [18]. Briefly,
samples were solubilized in 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) and precipitated by the
addition of 20% TCA, and the absorbance was read in a spectrophotometer at 365 nm.
Results were expressed as nmol DNPH/mg of protein.

The NO production was determined as nitrite (NO, ), using the Griess reaction-

based method described by Green (1981) [19]. Fifty uL of cell lysate was reacted with an
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equal volume of Griess reagent (0.1% naphthyl ethylenediamine and 1% sulfanilamide in
5% H3;PO,4) for 10 min at room temperature, and the absorbance was read at 550 nm.
Sodium nitroprusside was used as the standard. The results were expressed as nmol of
nitrite/mg of protein. The protein concentration was determined by the Lowry method,

using bovine serum albumin as the standard [16].

2.8. Statistical analysis

All data were expressed as mean = standard derivation (SD) from at least three
independent experiments. The normality of variables was evaluated by the Kolmogorov—
Smirnov test. The data were analyzed by one way analysis of variance (ANOVA)
followed by Duncan’s multiple range test using statistics software package SPSS for
Windows, V.21.0 (Chicago, IL, USA). Values of p<0.05 were considered as statistically

significant.

3. Results

3.1. Catechin and epicatechin decrease the cell death induced by amiodarone

The results obtained in our work showed that in pre-treatment both CAT and EPI
were able to reduce the cell death induced by AMD (Figure 3A). In co-treatment, only
CAT (100 and 500 uM) was capable of reducing AMD cytotoxicity (Figure 3B). The
addition of CAT or EPI after AMD was not able to reverse the damage induced by AMD
(Figure 3C). Therefore, the pretreatment condition was chosen for the other trials in our

study.

31



1254
1004

75+

3 00

100 500

Viability (%o)

Catechin (uM)

0 0 0 0 0 10 100 500 Epicatechin (uM)
Amiodarone 100pM

B
125
a
100
é 754
ferd
:__E bc b b bc be be
2 50 <
-
254
0= T T T T T T T
0 0 10 100 500 0 0 O Catechin (M)

0 0 0 0 0 10 100 500 Epicatechin (uM)
Amiodarone 100uM

1254

1004

754

Viability (%)

50 bed  BE  ca  bed o , o
254 \ \ | |
0 T T T T T T T
0 10 0 0 0

100 500

Catechin (uM)

0 0 0 0 0 10 100 500 Epicatechin (uM)
Amiodarone 100pM

Figure 3.Viability of MRC-5 line pretreated with catechin or epicatechin for 30 min,
and then amiodarone was and incubated 24 h (A); cells co-treated with catechin or
epicatechin simultaneously with amiodarone and incubated for 24 h (B); cells treated
with amiodarone for 24 h, and then catechin or epicatechin were added and incubated for
30 min (C). The results are expressed as mean = SD. Different letters indicate
significantly different values according to the analysis of variance (ANOVA) and Duncan

post-hot test. Statistical significance was determined at p < 0.05.
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3.2. Mitochondrial dysfunction induced by amiodarone is avoided by both catechin and
epicatechin

Mitochondrial dysfunction was evaluated through the mitochondrial complex |
activity and the ATP biosynthesis in the treated cells. Amiodarone was able to reduce by
53.0% the activity of the mitochondrial complex | (Figure 4A) and by 9.5% the ATP
biosynthesis (Figure 4B). These effects were completely prevented by CAT and EPI

addition, at all concentrations tested (5-20 uM).
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Figure. 4 Mitochondrial complex | activity (A) and ATP biosynthesis (B) of MRC-5
cells with catechin or epicatechin (5, 10, 20 uM) and AMD (100 pM). The results are
expressed as the mean £ SD. Different letters indicate significantly different values
according to the analysis of variance (ANOVA) and Duncan post-hot test. Statistical

significance was determined at p < 0.05.
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3.3. MRC-5 redox metabolism is modulated by catechin and epicatechin

Considering that the mitochondrial dysfunction produces ROS, we evaluated the
activities of the antioxidant superoxide dismutase and catalase enzymes, which can
indicate the production of the O,” and H,0O,. In fact, cells treated with AMD showed a
reduced activity of both enzymes. All the studied concentrations of CAT and EPI were
able to minimize the depletion of superoxide dismutase and catalase activities induced by
AMD (Table 1). Treatment of the MRC-5 cells with only phenolic compounds did not

modify the activity of either evaluated enzyme (results not shown).

Table 1. Superoxide dismutase and catalase activities in MRC-5 cells treated with

different concentrations of catechin (CAT) or epicatechin (EPI) and then 100 uM

amiodarone (AMD).
Treatments Superoxide dismutase Catalase
(USod/mg of protein)* (UCat/mg of protein)**
Cell control 3.50 + 0.20° 3.66 + 0.31°
AMD 100 pM 2.58 +0.14° 1.79 +0.13°
CAT 5 uM + AMD 4.14 +0.01° 463 +0.19"
CAT 10 pM + AMD 3.67 +0.07° 4.33+0.19°
CAT 20 pM + AMD 3.48 +0.07° 2.71+0.13°
EPI 5 uM + AMD 3.54 + 0.60° 4.37 +0.36°
EPI 10 uM + AMD 4.67 +0.12° 3.24 +0.00%
EPI 20 pM + AMD 3.86 + 0.10 2.92 +0.23"

*One USod is defined as the amount of enzyme that inhibits the rate of adrenochrome
formation by 50%. **One UCat is defined as the amount of enzyme that decomposes 1
mmol of H,O, in 1 min at pH 7.4. The results are expressed as the mean £ SD. Different
letters indicate significantly different values for each enzyme assay according to the
analysis of variance (ANOVA) and Duncan post-hot test. Statistical significance was

determined at p < 0.05.
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Reactive oxygen species can cause oxidative damage and, as expected, AMD was
able to induce lipid and protein oxidative damage and reduces the NO production in
MRC-5 cells. Both CAT and EPI minimize these effects at all evaluated concentrations
(Table 2). Cells treated only with phenolic compounds showed neither increased

oxidative damage nor changes in the NO levels (results not shown).

Table 2. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), carbonyl proteins
(PC) and nitric oxid (NO) levels in MRC-5 cells treated with different concentrations of

catechin (CAT) or epicatechin (EPI) and then 100 pM amiodarone (AMD).

Treatments TBARS PC NO
(nmol of TMP/mg (nmol of DNPH/mg (nmol of nitrite/mg
of protein) of protein) of protein)

Cell Control 5.97 +0.05° 2.73+£0.57° 3.71+0.07°
AMD 12.69 = 0.62" 6.93 +0.81¢ 2.83 £0.02¢
CAT 10 pM + AMD 9.60 + 0.39" 4.55+0.01° 2.93 £ 0.04%
CAT 100 utM +AMD  10.61 +0.01¢ 4.59 +0.34° 2.99 +£0.01°
CAT 500 pM + AMD 10.48 + 0.85% 3.62 +0.14° 2.92 +0.03%
EPI 10 pM + AMD 9.43 £ 1.09° 3.76 +0.20° 2.91 +0.03%
EPI 100 pM + AMD 10.28 + 0.01° 3.60 +0.18° 2.90 + 0.09%
EPI 500 pM + AMD 11.68 +£0.11° 4.04 +0.22% 2.91+0.01%

The results are expressed as the mean = SD. Different letters indicate
significantly different values according to the analysis of variance (ANOVA) and Duncan

post-hot test. Statistical significance was determined at p < 0.05.
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4. Discussion

The interest in phenolic compounds has grown during the last decades due to the
recognition of their antioxidant properties and their probable role in the prevention of a
number of pathologies associated with oxidative stress [20]. Taking into account the low
bioavailability of phenolic compounds [21,22], their biological actions are likely more
due to their indirect effects, e.g. by impacting signaling systems, than to their direct
antioxidant effects [23]. In fact, researchers have already described how some phenolic
compounds such as quercetin, resveratrol, and rutin showed the ability to reduce the
mitochondrial dysfunction induced by indomethacin in Caco-2 cells [24]. Moreover, our
group demonstrated that Plinia cauliflora polyphenolic rich extract was also able to
reduce complex | inhibition and decrease the ATP biosynthesis induced by H,0O, in
MRC-5 cells [25].

Although the exact mechanism of AMD toxicity is not complete elucidated,
some studies conducted in mouse liver cells [4], hamster lung cells [5], human
hepatocytes cells [6], and an in vivo study in a rat model [7] demonstrated that AMD can
cause mitochondrial dysfunction. Therefore, our study aimed to assess whether phenolic
compounds CAT and EPI could minimize mitochondrial dysfunction and oxidative
damage induced by AMD in MRC-5 cells.

As observed in other models, our study showed that AMD was also able to
inhibit complex | activity and ATP biosynthesis in MRC-5 cells. These effects were
accompanied by an increase in lipid and protein oxidative damage and a decrease in
superoxide dismutase and catalase activities, indicating the generation of the O, and the
H,O; in the cells. One of the possible responses to the O, is the reaction with NO to

form peroxynitrite (ONOO-), which is a potent biological oxidant [26]. However, as
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AMD decreased NO levels, it is likely that the oxidative damage induced by AMD is
caused mainly by O,” and H,O,,

Respiratory chain complex | is the most structurally complex and functionally
respiratory enzyme [27, 28]. Complex | dysfunction increases O, production, which can
be a substrate for superoxide dismutase originating H,O,, which, in turn, can be a
substrate for catalase. The O, and the H,O, can also decrease complex | activity [29],
which can feed a vicious cycle of complex | inhibition and maintain a state of cellular
oxidative stress. Furthermore, the inhibition of complex | interferes with the biosynthesis
of ATP produced by oxidative phosphorylation [30]. Among the factors able
to trigger intrinsic  apoptotic pathway is the decreased level of cellular ATP,
depolarization of the mitochondrial inner membrane, and increased release of cytochrome
C [31]. Studies have demonstrated that cytochrome C utilizes ATP to initiate the cascade
of events leading to the activation of the caspases, which are the enzymatic executioners
of apoptosis [32]. Therefore, the mitochondrial dysfunction induced by AMD could
explain, at least, in part, MRC-5 cells death and, might, be related to the lung toxicity
exhibited by this antiarrhythmic drug.

Both phenolic compounds CAT and EPI were able to avoid complex I inhibition
and the decrease in the ATP biosynthesis induced by AMD in MRC-5 cells.
Consequently, the formation of O,” and H,O,, the oxidative damage and the death of
MRC-5 cells were reduced. In addition, CAT and EPI minimized the reduction in NO
levels induced by AMD in MRC-5 cells (Figure 5). These results were similar for both
CAT and EPI, which suggests that the chemical difference of the compounds (Figure 2)
was not related to the biological effects demonstrated by CAT and EPI. A study, which
evaluated the ability of CAT and EPI to scavenge the O, and reduce the radical 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl in vitro [33], also did not observe a difference in the effect of
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the two phenolic compounds. Other studies using different classes of phenolic compound
would contribute to a better understanding of the relationship between structure and

biological activity of these compounds.
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Figure 5. Effects of amiodarone, catechin and epicatechin in MRC-5 cells.
Amiodarone reduces NO levels and inhibits the complex | of the electron transport chain
leading to a decrease in ATP production and an increase in oxidative damage. Catechin
and epicatechin reduces these effects restoring cell viability. CAT (catalase); SOD

(superoxide dismutase); ETC (electron transport chain).

The mechanism by which CAT and EPI modulate the activity of complex 1 is
not yet fully known. However, studies have already shown that catechin, resveratrol, and
quercetin [34] are capable of directly or indirectly increasing, proteins called sirtuins.
These classes of molecules are mainly protein deacetylases involved in diverse cellular

process and pathways, and they present different cell localization and functions. Seven
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sirtuins have already been described in mammals, named SIRT1 to SIRT7. SIRT1
predominately localizes in the nucleus and regulates mitochondrial processes, stress
response, cell proliferation, and apoptosis [35]. Furthermore, SIRT1 was found to be
associated with vasodilation in the rat aortic endothelial cells by increasing the activity of
nitric oxide synthase [36]. SIRT3 is the major mitochondrial deacetylase, and it regulates
the complex | activity, keeping the electron chain functionally, and therefore the ATP
biosynthesis [35]. Although, from the data obtained in our study it is not possible to say,
CAT and EPI probably directly or indirectly target these sirtuins, keeping the complex I
activity, ATP biosynthesis, and, consequently, the MRC-5 cell viability. It was already
shown that epicatechin rich cocoa increased the expression of SIRT1 and SIRT3 in
skeletal muscle of patients with type Il diabetes and heart failure [23]. Other studies
should be done to clarify this hypothesis and to provide perspectives for the use of
sirtuins as new targets to treat AMD toxicity.

In conclusion, our data showed that the phenolic compounds CAT and EPI
reduce cytotoxicity induced by AMD in MRC-5 cells. Although extrapolation of the
results of cell culture studies to human clinical situations is uncertain, this is an important
finding for possible therapeutic use and the development of new therapeutic agents that

reduce the adverse effects of this arrhythmic drug.
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5. DISCUSSAO GERAL

De todas as arritmias cardiacas existentes, a que ocorre com maior frequéncia é a
FA. Embora ndo existam dados recentes, em 2009 (Zimerman et al., 2009) estimou-se
gue nos EUA existiam 2,2 milhdes de pacientes, na Europa 4,5 milhGes e no Brasil em
torno de 1,5 milhdes de pessoas portadoras de FA. Pacientes portadores de FA possuem
maior risco de desenvolver AVC e insuficiéncia cardiaca. De fato, a taxa de mortalidade
em pacientes com FA é duas vezes maior do que a observada em pacientes com ritmo
cardiaco normal (Zimerman et al., 2009).

Um dos farmacos antiarritmicos mais utilizados para o tratamento da FA é a
amiodarona (Albayrak et al., 2009). Entre os diversos efeitos adversos causados pela
amiodarona, estdo o dano hepatico e a toxicidade pulmonar, que podem levar a
necessidade de interrupcdo do tratamento (Goldschlager et al., 2007; Nacca, 2012). A
toxicidade pulmonar inclui a fibrose pulmonar, a pleurite e a bronquiolite obliterante com
pneumonia em organizagdo (WHO-NHS, 2009), a toxicidade pulmonar pode ocorrer em
até 13% dos pacientes (Oyama et al., 2005) e ocasiona a morte em 10 a 23% dos casos
(WHO-NHS, 2009). O mecanismo pelo qual a amiodarona causa toxicidade pulmonar
ainda ndo é completamente conhecido, porém, alguns estudos demonstraram que a
disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo podem estar relacionados a esta toxicidade
(Fromenty et al., 1990; Bolt et al., 2001; Felser et al., 2013).

Considerando 0 exposto acima, torna-se importante estudar o mecanismo de
toxicidade da amiodarona, bem como, compostos que apresentem potencialidade de
minimizar os efeitos adversos induzidos por este medicamento. Em vista disso, este

trabalho avaliou a disfuncdo mitocondrial e os danos oxidativos induzidos pela
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amiodarona em células MRC-5, e a capacidade dos compostos fendlicos catequina e
epicatequina de reverter estes danos.

A disfuncdo mitocondrial causada pela amiodarona nas células MRC-5 foi
avaliada através da medida da atividade do complexo | da cadeia de transporte de elétrons
e da biossintese de ATP. Para este ensaio, células MRC-5 foram pre-tratadas com
catequina ou epicatequina durante 30 minutos e, ap6s lavagem das células, adicionadas
de amiodarona por 60 minutos. Este tempo foi escolhido a fim de manter a viabilidade
celular em 100%. Verificou-se que a amiodarona inibiu o complexo | da cadeia de
transporte de elétrons em 53% e diminuiu a producdo de ATP em 9,5%. Estes resultados
estdo de acordo com outros estudos, onde a amiodarona inibiu o complexo | da cadeia de
transporte de elétrons e diminuiu a producdo de ATP em mitocéndrias de figado de ratos
(Fromenty et al., 1990); células de pulmdo de hamster (Bolt et al., 2001); hepat6citos
humanos (Felser et al., 2013); e em modelos in vivo utilizando-se ratos (Serviddio et al.,
2011).

A maior fonte enddgena de geracdo de ER é a mitocondria, onde o O, é
formado a partir do escape de elétrons da cadeia de transporte de elétrons, principalmente
nos complexos | e Il1l. Estudos tém demonstrado que a diminuicdo da atividade dos
complexos | e Il leva a um aumento na geracdo de O," (Kussmaul & Hisrst, 2006). O
O," é substrato da enzima superéxido dismutase gerando oxigénio molecular e peréxido
de hidrogénio, o qual pode sofrer acdo da catalase, gerando agua e oxigénio molecular.
Em vista disso, em nosso trabalho foram avaliadas as atividades das enzimas superoxido
dismutase e catalase, as quais mostraram-se reduzidas ap0s tratamento com amiodarona,
indicando um aumento na geracdo de ER pelo medicamento.

As ER podem causar danos a biomoléculas, como os lipideos, que s&o

especialmente suscetiveis a oxidacdo, principalmente aqueles encontrados na membrana
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plasmatica e na membrana de organelas intracelulares. A oxidacdo destas moléculas leva
a formacdo e ao acumulo de produtos da peroxidacdo lipidica, os quais podem ser
quantificados através do ensaio de TBARS, um teste amplamente utilizado como
marcador de dano estresse oxidativo (Ogino & Wang, 2007; Mangialasche et al., 2009).
Células tratadas com amiodarona apresentaram maior indice de dano a lipideos, de forma
semelhante ao observado por Golli-Bennour et al. (2012) em linhagens celulares de
carcinoma hepatocelular (HepG,), células epiteliais (EAhy) e células obtidas a partir de
veia de corddo umbilical (A549). Além dos lipideos, as proteinas também sdo facilmente
oxidadas pelas ER, podendo sofrer o ataque direto das ER ou por interacdo com 0s
produtos da oxidacdo lipidica (Chakravarti & Chakravarti, 2007). Os resultados
mostraram que, assim como observado para os lipideos, a amiodarona aumentou o dano a
proteinas nas células MRC-5.

O ON’ é um radical livre enddgeno, produzido por isoformas da enzima oxido
nitrico sintase, através da oxidagdo da L-arginina a L-citrulina (Quincozes-Santos et al.,
2013). Em concentragdes elevadas, o ON" pode ser convertido a outros derivados mais
reativos, produzidos através das reagdes do ON" com o0 O,, O," e com o0 H,0,. Essas ER
podem oxidar/nitrar outras moléculas ou serem decompostas e produzir outras ER
(Calcerrada et al., 2011). Os resultados obtidos em nosso trabalho demonstraram que
amiodarona reduziu, significativamente, os niveis de 0xido nitrico nas células MRC-5.

Durante décadas, os compostos fenolicos tém sido considerados excelentes
antioxidantes e associados a reducdo da incidéncia de uma série de doencas vinculadas a
danos oxidativos, como aterosclerose, doencas neurodegenerativas, cancer e diabetes
(Sandoval-Acund et al., 2014). Este conceito surgiu a partir da constatacdo da
capacidade dos compostos fendlicos de reduzirem ER e quelar metais de transicéo,

capazes de participar das reacdes de Haber-Weiss e Fenton (Halliwell & Gutteridge,
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2007). No entanto, na ultima década este conceito vem sendo questionado. Os compostos
fendlicos sdo pouco absorvidos (Manach et al., 2005; Spadafranca et al., 2009), formam
um numero significativo de metabdlitos e tem sido detectados em concentracdes séricas
muito baixas (hanomolar). Estas concentracGes sdo, estequiometricamente, incompativeis
com as que seriam necessarias para reagdes diretas com ER e/ou quelacdo de metais in
vivo. Apesar disso, a literatura cientifica continua mostrando os efeitos dos compostos
fendlicos na reducdo de danos oxidativos in vivo (Lotito et al., 2006). Estes efeitos,
denominados por alguns autores de indiretos, vem sendo explicados pela capacidade
destes compostos de regularem vias metabolicas, modular fatores de transcricdo,
promover alteracBes epigenéticas e, principalmente, pelos efeitos mitocondriais, como
regulacdo da biogénese, producdo de ATP e apoptose (Ramirez-Sanchez et al., 2013;
Sandoval-Acuiia et al., 2014).

Em nosso trabalho foram estudados os compostos fenolicos catequina e
epicatequina, dois isdbmeros da classe flavan-3-ol, amplamente encontrados em alimentos
e cuja atividade antioxidante ja estd bem descrita. O tratamento, tanto com catequina
como epicatequina evitou em 100% a inibicdo do complexo | e a diminui¢do da producéo
de ATP causada pela amiodarona nas células MRC-5. Estes resultados corroboram o0s
obtidos por Carrasco-Pozo et al. (2012), onde outro composto fendlico, a quercetina,
reverteu a inibicdo do complexo | e aumentou a producdo de ATP em células epiteliais de
intestino humano (Caco-2) diminuida pela indometacina.

Tanto a catequina como a epicatequina modularam a atividade das enzimas
superdxido dismutase e catalase, reduzidas pelo tratamento com amiodarona, indicando
reducdo de ER nas células MRC-5. Resultados semelhantes foram obtidos por Ramirez-
Sanchez et al. (2013) em pacientes com diabetes tipo Il e insuficiéncia cardiaca

suplementados durante trés meses com doses diarias de chocolate preto (equivalentes a
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100 mg de epicatequina), 0s quais apresentaram aumento da atividade das enzimas
catalase e superoxido dismutase e diminuicdo da geracdo de ER.

Em resumo, verificou-se que os compostos fenolicos catequina e epicatequina
foram capazes de evitar a inibicdo do complexo I, minimizar a redugdo na biosintese de
ATP e a producdo de ER provocada pela amiodarona. Em consequéncia, o dano oxidativo
a lipideos e proteinas foi reduzido e a viabilidade das células MRC-5 foi aumentada. N&o
foi observada diferenca nos resultados obtidos com a utilizagdo dos dois isGmeros,
sugerindo que a posi¢do dos substituintes de C2 e C3 ndo esta relacionada com os efeitos
bioldgicos estudados em nosso trabalho. Estes resultados estdo de acordo com o relatado
por Nanjo et al. (1999), onde ndo foi observada diferenga na habilidade da catequina e
epicatequina em varrer o0 anion superéxido e reduzir o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil.

Os ensaios de viabilidade (MTT) demonstraram que a catequina e a epicatequina
foram capazes de reduzir, significativamente, os danos causados pela amiodarona no
modelo de pré-tratamento. No entanto, os resultados diferiram nos modelos de co-
tratamento e pos-tratamento, indicando que os compostos fenolicos necessitam estar
presentes no meio celular antes da adicdo da amiodarona. Resultados semelhantes foram
observado por Deng et al. (2014) em estudos onde o co-tratamento com epigalocatequina
ndo alterou a viabilidade celular diminuida pela amiodarona em células de hepatécitos de
ratos. Cabe ressaltar ainda, que os efeitos bioldgicos apresentados pela catequina e
epicatequina puderam ser observados mesmo em concentragdes (10 uM) de catequina e
epicatequina dez vezes inferiores as de amiodarona (100 uM). Embora a extrapolagdo dos
resultados de estudos em cultura de células para situacdes clinicas algumas vezes ndo seja
linear, estes dados podem ser importantes para um possivel uso terapéutico. Neste

sentido, cabe mencionar gque as catequinas sdo pouco absorvidas em humanos (Crozier et
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al., 2009; Wiese et al., 2014) e a sua biodisponibilidade deve ser melhorada a fim de
otimizar seus possiveis beneficios farmacologicos.

O mecanismo pelo qual a amiodarona diminui a atividade do complexo | da
cadeia de mitocondrial ainda ndo é totalmente conhecido. Por outro lado, sabe-se que
alguns compostos fenodlicos séo capazes de aumentar, direta ou indiretamente a atividade
elou expressdo de sirtuinas. Estas proteinas sdo predominantemente desacetilases de
histonas, amplamente distribuidas e que regulam uma expressiva variedade de processos
fisiopatologicos, incluindo biossintese de ATP por fosforilagdo oxidativa, metabolismo
redox, apoptose/proliferacdo celular. Atualmente, sdo conhecidas sete sirtuinas: SIRT1 a
SIRT7. SIRT1 esta localizada no nucleo e controla a fungdo mitocondrial, sobrevivéncia,
apoptose e resposta ao estresse, entre outras. SIRT3 estd localizada na mitocondria e
controla o metabolismo redox, o ciclo do &cido citrico e a fosforilagdo oxidativa (Tabela
2) (Chung et al., 2010; Dang, 2014). Ja foi demonstrado que a epigalocatequina galato,
epicatequina galato, quercetina e resveratrol (Boer et al., 2006) podem aumentar,
indiretamente, a expressdo de SIRT1. Extratos ricos em compostos fenolicos de Aronia
melanocarpa mostraram-se capazes de aumentar a expressao tanto de SIRT1 quanto de
SIRT3 (Kim et al., 2013). Aléem disso, observou-se que a suplementagdo com cacau (rico
em epicatequina) modulou a expressdo de SIRT 1 e a atividade de SIRT 3 em musculo
esquelético de pacientes com insuficiéncia cardiaca e diabetes tipo 2, ocasionando
modificacBes na atividade/expressao das enzimas antioxidantes superdxido dismutase e
catalase, conforme esquematizado na Figura 7 (Ramirez-Sanches et al., 2013). Embora
outros estudos sejam necessarios, cada vez mais, as sirtuinas sdo apontadas como
possiveis alvos terapéuticos para o tratamento de doencas associadas a disfuncdo

mitocondrial (Srivastava & Haigis, 2011).

50



Tabela 2. Resumo das fun¢des das sirtuinas em células de mamiferos (adaptado

de Dang, 2014).

Localizagéo Func&o molecular e celular

SIRT 1 Nucleo Regulagdo mitocondrial, sinalizador de insulina,
tumorigénese, apoptose, proliferacdo e sobrevivéncia
celular, regeneracdo tecidual, diferenciagédo e resposta

ao estresse.

SIRT 2 Citoplasma Mitose, mielinizagdo e regeneracdo  nervosa,
envelhecimento cerebral, diferenciacdo de adipdcitos,

integridade gendmica, catabolismo oxidativo.

SIRT 3 Mitocondria Oxidacdo de acidos graxos, ciclo dos acidos
tricarboxilicos,  fosforilagdo  oxidativa,  estresse

oxidativo.

SIRT 4 Mitocondria Oxidacdo de 4acidos graxos, ciclo dos acidos

tricarboxilicos.

SIRT S5 Mitocdndria Ciclo da ureia

SIRT 6 Nucleo Estabilidade do genoma, silenciamento dos telémeros

SIRT 7 Nucléolo Transcri¢cdo do DNA ribossomico.
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FIGURA 7. Resumo de eventos moleculares, ja propostos, que participam na
regulacéo do estresse oxidativo tecidual em amostras de musculo esquelético de humanos
e/ou de camundongos tratados com epicatequina. SIRT1 (sirtuina nuclear); SIRT3
(sirtuina mitocondrial); SODCuZn (superoxido dismutase citoplasmatica); SODMn
(superodxido dismutase mitocondrial); CAT (catequina) (adaptado de Ramirez-Sanches et
al., 2013).

Este estudo mostrou, pela primeira vez, que, nas condigdes testadas, 0s
compostos fendlicos catequina e epicatequina sdo capazes de minimizar os efeitos
induzidos pela amiodarona nas mitocondrias de células MRC-5. Este efeito €
acompanhado pela reducéo de estresse oxidativo e, consequentemente, da morte celular.
Estas informacdes podem colaborar para o melhor entendimento dos mecanismos

associados a toxicidade da amiodarona e da descoberta de possiveis compostos com

potencialidade terapéutica.

52



6. CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que:

6.1 A amiodarona causou a inibigdo do complexo | da cadeia de transporte de elétrons e
reduziu a producdo de ATP nas células MRC-5.

6.2 A atividade das enzimas antioxidantes catalase e superoxido dismutase foi reduzida
pela amiodarona nas células MRC-5.

6.3 A amiodarona provocou danos a lipideos e proteinas e causou a morte celular nas
células MRC-5.

6.4 Os niveis de 6xido nitrico foram reduzidos pela amiodarona nas células MRC-5.

6.5 Catequina e epicatequina evitaram os danos mitocondriais e minimizaram a deplecéo
da atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase causados pela amiodarona
nas células MRC-5.

6.6 Os danos a lipideos e proteinas, bem como a morte celular induzidos pela
amiodarona, foram reduzidos pela catequina e epicatequina nas células MRC-5.

6.7 Catequina e epicatequina aumentaram os niveis de 6xido nitrico diminuidos pela

amiodarona nas células MRC-5.
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7. PERSPECTIVAS

Como continuidade deste trabalho, seria importante:

7.1 Avaliar a atividade dos complexos Il, 1l e IV da cadeia de transporte de elétrons, a
expressdo de subunidades dos complexos, e o potencial de membrana, em células
MRC-5 tratadas com amiodarona em presenca, e auséncia de compostos fenolicos.

7.2 Determinar a atividade de caspases e apoptose em células MRC-5 tratadas com
amiodarona em presenca, e auséncia de compostos fendlicos.

7.3 Avaliar o mecanismo de toxicidade e de sua prevencao do metabdlito da amiodarona,
N-desetilamiodarona, em células MRC-5 tratadas com amiodarona em presencga, e
auséncia de compostos fendlicos.

7.4 Determinar a expresséo da sirtuinal e sirtuina 3 e de seus fatores de transcricdo em
células MRC-5 tratadas com amiodarona em presenca, e auséncia de compostos
fendlicos.

7.5 Estudar outros compostos fendlicos a fim de relacionar estrutura quimica e atividade

biologica.
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