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RESUMEN

La (-)- epigalocatequina es un flavonoide que se encuentra en muchas plantas,
especialmente en el té. El consumo de alimentos ricos en flavonoides tiende a
reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y esto se ha atribuido a
actividades inespecificas como propiedades antioxidantes, antiateroscleroéticas
y antiinflamatorias. Pero, las acciones directas de (-)- epigalocatequina en el

musculo cardiaco aun no se conocen. Este estudio evalué los efectos de (-) -
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epigalocatequina sobre las actividades eléctricas y contractiles de corazones
de rata aislados. El electrocardiograma de superficie y la fuerza de contraccion
se registraron en corazones de rata aislados en control y con concentraciones
crecientes de (-)- epigalocatequina de 0,001 a 3 pmol/L. La (-)-
epigalocatequina tendié a prolongar el intervalo QRS, pero este efecto es
significativo solo en la concentracion mas alta estudiada (3 pmol/L). El intervalo
QTc no se vio afectado significativamente por el flavonoide. Las acciones de
este flavonoide en el intervalo RR fueron leves y estadisticamente significativas
desde 0.03 pmol/L. La (-)- epigalocatequina disminuy0 la fuerza de contraccion
de corazones de rata aislados con una ICso de 0,03 umol/L. Este flavonoide
tiene acciones directas sobre el musculo cardiaco de las ratas.

Palabras claves: cardiovascular; (-)- epigalocatequina; flavonoides.

ABSTRACT

(-)- Epigallocatechin is a flavonoid found in many plants, especially in tea. The
consumption of flavonoid-rich foods tends to reduce the risk of cardiovascular
diseases and this has been attributed to nonspecific activities such as
antioxidant, anti-atherosclerotic, and anti-inflammatory properties. But, the
direct actions of (-)-epigallocatechin on cardiac muscle still not know. This
study evaluated the effects of (-)-epigallocatechin on electrical and contractile
activities of isolated rat hearts. Surface electrocardiogram and force of
contraction were recorded in isolated rat hearts in control and with increasing
concentrations of (-)-epigallocatechin from 0.001 to 3 pmol/lL. (-)-
Epigallocatechin tended to prolong the QRS interval, but this effect is significant
only at the highest concentration studied (3 pmol/L). QTc was not significantly
affected by the flavonoid. The actions of this flavonoid on RR interval were mild
and statistically significant since 0.03 umol/L. (-)-Epigallocatechin decreased
the force of contraction of isolated rat hearts with an ICso of 0.03 uymol/L. This
flavonoid has direct actions on rat cardiac muscle.

Keywords: Cardiovascular; (-)-Epigallocatechin; Flavonoids.

INTRODUCCION
Las catequinas son un grupo de polifenoles naturales que se encuentran en

muchas plantas, especialmente en el té verde (hojas de Camellia sinensis) (1-



3). Los cuatro principales derivados de la catequina que se encuentran en el té
verde incluyen los isébmeros epicatequina, (-) - epicatequingalato (ECG), (-)-
epigalocatequina (EGC) y (-) - galato de epigalocatequina (EGCG) (3). EGC es
un flavan-3-ol que contiene un benzopirano-3,5,7-triol unido a un resto 3,4,5-
hidroxifenilo. Por tanto, la EGC se considera una molécula lipidica flavonoide
(4) (Figura 1).
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Figura 1: Estructura quimica de la (-)- epigalocatequina.

Los beneficios para la salud asociados con el consumo de té verde se deben a
la actividad de EGCG y EGC, que estan presentes en cantidades mas altas (5).
EGC tiene muchas propiedades cardiovasculares beneficiosas. Sin embargo, la
mayoria de estos efectos son inespecificos, como las actividades antioxidantes
(1-2, 6-7), antiinflamatorias (1, 5, 7) y antiaterogénicas (8). Otra propiedad
notable atribuida a las catequinas del té es la accién reductora del colesterol,
que implica la regulacion positiva del receptor de LDL, la reducciéon de la
absorcion de colesterol y la modulacién de las vias sintéticas y metabdlicas
(para revision ver Cuccioloni et al. (9)).

Se necesitan mas investigaciones de los mecanismos celulares para investigar
los efectos cardiovasculares de este flavonoide. Otros flavonoides como la
naringenina, la quercetina y la genisteina tienen acciones directas sobre los
musculos cardiaco y liso vascular de ratas (10). El presente trabajo tuvo como
objetivos evaluar los posibles efectos directos de EGC sobre las actividades

eléctrica y contractil de corazones aislados de rata.

METODOS



Se emplearon ratas Wistar machos adultos (7-8 semanas de vida, 200-250 g
de peso) obtenidas del Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba). Previo a los experimentos los
animales fueron adaptados por siete dias en condiciones homogéneas de
iluminacion, alimentacion y temperatura (temperatura controlada 25 + 2 ° C,
humedad relativa 60 + 10% vy ciclos de luz / oscuridad de 12 h). Todos los
procederes en los animales fueron conducidos acorde con las guias
internacionales para el uso y cuidado de animales de laboratorio y fueron
aprobados por el Comité de Etica de la Investigacién del Instituto de
Cardiologia y Cirugia Cardiovascular. Las ratas fueron anestesiadas con
tiopental sodico (30 mg/kg de peso corporal) y se les administr6 heparina
sbédica (5000 Ul/kg de peso corporal), de acuerdo a los procedimientos
aprobados por el CENPALAB.

Se realizé la técnica de corazon aislado perfundido de Langendorf (11). Los
corazones fueron extraidos de las ratas previamente anestesiadas vy
heparinizadas. Posterior a la extraccion, los corazones se depositaron en una
disolucién Tyrode estandar fria (~10°C) (Ver méas abajo). Después de haber
sido eliminados los restos de tejidos indeseables, los corazones se canularon
de manera retrégrada por la aorta y se montaron en un sistema de perfusion
termorregulado (~37°C). El flujo se establecié a raz6n de 10 mL/min, con una
solucion de Tyrode de la siguiente composicion (mmol / L): 140 NaCl, 2,5 KClI,
0,5 MgCI2, 2 CaCl2, 10 Tris- hidroximetilamino metano, 10 glucosa (pH = 7,4,
gasificado con O2). El 4pex cardiaco se até a la palanca de un transductor
fuerza-desplazamiento para el registro de la amplitud de la fuerza de
contraccion cardiaca. Se colocd en el epicardio izquierdo un electrodo de
registro para obtener un electrocardiograma de superficie y en la unién auriculo
ventricular se coloc6 un electrodo de estimulacion.

Cada corazén fue perfundido durante 30 minutos con disolucion control
(Tyrode) para alcanzar la estabilidad de la preparacién, y a continuacion se le
perfundieron secuencialmente concentraciones crecientes de EGC, hasta
finalizar con disolucion control nuevamente, para observar si el corazén
recupero su actividad inicial.

Durante el experimento se registraron los parametros fisioldgicos siguientes:

frecuencia cardiaca espontanea (intervalo RR), intervalo QT, QT corregido



(QTc = QTARR), complejo QRS y amplitud de la fuerza de contraccion. La
amplitud de la fuerza de contraccion se midi6 solamente en presencia de
estimulacién, la misma se establecié a una frecuencia de 3,33 Hz con pulsos
de 2 ms de duracion y de dos veces la amplitud de corriente umbral.

Para la generacion de pulsos de voltaje y el registro de los trazos de voltaje y
fuerza de contraccidn, se utilizé6 una computadora (compatible a IBM) equipada
con un conversor analogo digital (LabMaster DMA, 125 MHz, Scientific
Solutions, USA) y el programa de adquisicion ACQUIS1 (version 2; Licencia
CNRS, Francia).

Se calcul6 el por ciento de inhibicién de la fuerza de contraccion para cada
concentracion aplicada, y se hizo un ajuste a una funcién de Hill para
determinar el valor de concentracion para el cual se alcanza el 50 % del efecto
(ICs0). La funcion de Hill estd dada por la ecuacion: y = vmax (xn/ kn + xn),

e 0

donde “y” es el por ciento de inhibicion de la fuerza de contraccion, “vmax” es el

[{ gt}

por ciento de inhibicibn maximo de la fuerza de contraccion, “x” es la
concentracion estudiada, “k” es ICso y “n” es la constante de Hill.

Para el procesamiento estadistico se realiz6 una prueba t de Student para
muestras pareadas, habiéndose comprobado previamente que los datos
cumplian con las premisas de normalidad y homogeneidad de varianza. Se
tomé como nivel minimo de significacion p < 0,05, y se expresaron los
resultados como valores medios y errores estandar de la media. La elaboracion
de los graficos y el procesamiento estadistico se hicieron en el programa

OriginPro 8 SRO v8.0724 (MA, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION
El intervalo QT corregido (QTc) del electrocardiograma de superficie no se vio

afectado significativamente por EGC en concentraciones de 0,001 a 3 pmol/L

(Tabla 1).
Tabla 1: Efecto de diferentes concentraciones de (-)- epigalocatequina (EGC)
QTc (mseQ) p QRS (mseQ) p RR (mseq) p
Control 88.55+ 7.2 11.80+ 0.7 531.05 +£18.9
EGC
0.001 pmol/L 84.20 +4.7 0.71 | 1250+ 0.1 | 036 | 54148+ 20.2 | 0.72
0.003 umol/L 98.01 +7.1 0.46 1265+0.2 | 0.28 552.20+20.1 | 0.47
0.01 ymol/L 84.20+11.2 | 0.74 1285+0.3 | 0.22 | 605.63+ 414 | 0.15




0.03 ymol/L 98.70+ 0.3 0.39 13.20+ 0.3 0.12 | 639.13+37.5* | 0.04
0.1 ymol/L 90.02 +10.0 0.91 13.30+0.2 0.09 | 669.50+30.1* |0.008
0.3 ymol/L 86.50+5.5 0.86 13.40+ 0.3 0.08 | 676.50+33.4* | 0.009

1 ymol/L 87.40+6.7 0.91 13.60 £ 0.3 0.05 | 682.78 + 33.4* | 0.008
3 ymol/L 95.10+13.1 0.65 | 13.7/8+0.3* | 0.04 | 678.05+34.8* |0.009

El simbolo * indica que existen diferencias significativas (p < 0.05) con respecto
al control.

Estos resultados pueden ser posibles porque este flavonoide podria ejercer
multiples acciones sobre diferentes canales ionicos, dando como resultado una
aparente ausencia de efectos sobre el intervalo QT del electrocardiograma de
superficie cardiaca. De hecho, las catequinas modulan varios canales iGnicos
(12-15).

El EGC mostr6 una tendencia a aumentar el intervalo QRS del
electrocardiograma de superficie, pero solo a la concentracibn mas alta
estudiada (3 pymol/L) este aumento fue estadisticamente significativo (p <0,05)
(tabla 1). EGCG, catequina relacionada estructuralmente con EGC, a 30 umol/L
prolongd el intervalo QRS de corazones aislados de cobayas que latian
espontaneamente (15). El intervalo QRS depende de la actividad del canal de
sodio, Kang et al.,, 2010 demostraron que EGCG inhibia el canal de sodio
cardiaco humano clonado Navl.5, de una manera dependiente de la dosis con
una inhibicion del 45,7 £ 6,9% a 100 umol/L (15). EGCG redujo la amplitud de
la corriente del canal de sodio dependiente de voltaje de una manera
dependiente de la concentracion en el rango de 0.1 a 400 uymol/L en las
neuronas CA1l del hipocampo de rata (13). Por otro lado, la EGC prolongé el
intervalo RR del electrocardiograma de superficie y este aumento fue
estadisticamente significativo (p <0,05) desde 0,03 umol/L (tabla 1). El intervalo
RR se utiliza como medida de la frecuencia cardiaca. EGCG a 30 umol/L no
afecto la frecuencia cardiaca de los corazones de cobaya (15). El extracto de té
verde usado con suplementos dietéticos no alter6 la frecuencia cardiaca (16).
Otro estudio concluy6 que Camellia sinensis tiene un efecto sobre la frecuencia
cardiaca, disminuye la frecuencia cardiaca en las mujeres normotensas y
aumenta la frecuencia cardiaca en los hombres normotensos (17).

En el presente estudio en el rango de concentracion de 0,001 a 3 umol/L, EGC
disminuyo significativamente la fuerza de contraccion (FC) en corazones de

rata aislados (Figura 2); concentraciones tan bajas como 0,001 ymol/L de EGC




disminuyeron la FC en un 28,4 + 8,7%. Dado que el EGC cambid ligeramente
el intervalo RR, los corazones se estimularon a un intervalo de estimulo de 500
ms (sobre el intervalo RR espontdneo en condicion control; 531,05 + 18,9 ms)
para evitar cualquier cambio dependiente de la frecuencia en la FC. Los datos
experimentales se ajustaron a una funcion de Hill (Figura 2) y la ICso estimada
para la inhibicion de la contraccion fue de 0,03 + 7,8 umol/L para EGC. La
accion de EGC sobre FC no fue reversible tras el lavado con la solucion de

Tyrode normal.
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Figura 2: Efecto de (-)- epigalocatequina sobre la actividad contractil de
corazones aislados y perfundidos de ratas Wistar, sometidos a concentraciones
crecientes de (-)- epigalocatequina. Los puntos representan las medias *
errores estandares de seis experimentos para cada concentracion. Se han

ajustado las medias experimentales a una funcién de Hill.

Aungue se necesitan mas estudios para ver si la EGC tiene algun efecto directo

sobre los canales de calcio, la disminucién de la fuerza de contraccién cardiaca



por la EGC deberia deberse, al menos en parte, a una inhibicion de los canales
de calcio. El canal de calcio tipo L fue inhibido en un 20,8% a 30 pmol/L por
EGCG, alcanzé un maximo de 37,1 £ 4,2% a una concentracion de 100 pmol/L
(15). Tadano et al.,, 2010 informaron que EGC no tuvo efectos significativos
sobre la sensibilidad al Ca?* del miofilamento cardiaco. Sin embargo, se
encontré que el ECG y el EGCG disminuian la sensibilidad al Ca?*, eran
desensibilizadores de Ca?" que actuaban mediante la unién a la troponina C
cardiaca (18). A concentraciones dentro del mismo rango en el que el EGCG
tiene efectos vasorrelajantes relacionados con la inhibicién del influjo de Ca?*
en las células del musculo liso (19), en los presentes resultados, la
concentracion de EGC relajé de forma dependiente con casi igual eficacia la
contraccion de los corazones de rata. Sobre la base de estos resultados, la
relevancia fisiolégica de la disminucion de la fuerza de contraccion cardiaca por
EGC puede afirmarse considerando los datos disponibles sobre el nivel in vivo
de la catequina relacionada EGCG ([EGCG] = 0.3-7.5 ymol/L en la sangre de
los consumidores de té verde (20). La administracion de tres meses con
capsulas de té verde disminuyd la presion arterial sistélica (PAS) y diastélica
(PAD) en cuatro mmHg en sujetos hipertensos obesos (21) pero no en sujetos
obesos (22). Un metaanalisis reciente que incluyé once ensayos concluyé que
el consumo a corto plazo (> 6 meses) de té negro podria disminuir la PAS y la
PAD en 1-2 mmHg y el té verde en tres mmHg (23).

Ademas, el tratamiento con EGCG protegié los corazones de rata de la
isquemia / reperfusion in vivo; esto podria sugerir que el EGCG es beneficioso

para el tratamiento del dafio miocéardico inducido por reperfusion (24-25).

CONCLUSIONES

El presente estudio revelé que EGC tiene efectos cardiacos directos. Los
resultados presentados aqui confirman el papel de la catequina del té EGC,
como precursor del desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de

trastornos cardiovasculares.
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