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RESUMO

O Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) ¢ uma doenga cronica e multifatorial associada com
estresse oxidativo e inflamagdo. Apesar dos diversos medicamentos utilizados para o seu
manejo, novas estratégias de tratamento devem ser pensadas. A pitaya da polpa vermelha
(Hylocereus lemairei) exibe efeitos antidiabéticos in vitro e in vivo, no entanto, os
mecanismos bioquimicos envolvidos nesse efeito ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de extratos aquosos de casca ou polpa de
pitaya vermelha em modelo tipo diabético in vitro induzido por sobrecarga de glicose
utilizando células endoteliais EA.hy926. As cé¢lulas foram tratadas com glicose (35 mM) e/ou
extratos (1 pg/mL) durante 24 horas. Pardmetros de estresse oxidativo e defesas antioxidantes
foram avaliados (TBARS, contetido de proteina sulfidril (-SH) e atividades enzimadticas de
superoxido dismutase — SOD e catalase — CAT) através de espectrofotometria. Niveis de
expressao génica de interleucina-6 (IL-6) e expressdo protéica de ciclooxigenase-2 (COX-2)
foram quantificados através de PCR e Western blot, respectivamente. Os resultados
mostraram que as cé€lulas, quando tratadas com sobrecarga de glicose, apresentaram reducao
na atividade enzimatica de SOD e CAT e no teor de proteinas sulfidril. Simultaneamente,
niveis de TBARS, indicativo de dano oxidativo a lipideos, aumentaram. Ambos os extratos
normalizaram esses marcadores, em alguns casos retornando a niveis basais. Com relagdo aos
marcadores inflamatorios, houve aumento da expressao de COX-2 e IL-6 induzido por alta
glicose. Os extratos foram capazes de normalizar os niveis de COX-2, no entanto, ndo
modularam os niveis de expressdo génica de IL-6, indicando um possivel efeito pos
transcricional. Esses achados contribuem para aumentar o conhecimento acerca dos
mecanismos bioquimicos e moleculares da hiperglicemia e suas complicagdes, bem como
para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas coadjuvantes para o tratamento do
DM2.

Palavras chave: inflamacdo; estresse oxidativo; produtos naturais; hiperglicemia;
antioxidantes

1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ caracterizado pela incapacidade de direcionar a glicose
para os tecidos, por conta da insuficiente produgdo de insulina. O nimero de pessoas afetadas
pelo DM ¢ maior nos paises em desenvolvimento, afetando individuos de todas as faixas
etarias (NAM HAN CHO, 2017). Os fatores de risco para a doenga sdo diversos e incluem
uma alimenta¢do inadequada. Consequentemente, observa-se desregulagdo no metabolismo de

carboidratos, lipidios e proteinas, especialmente ao nivel do endotélio vascular (INCALZA et
al., 2018).
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No DM celevadas quantidades de glicose contribuem para aumentar a producdo de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) levando ao estresse oxidativo e consequente danos aos
tecidos (SZENDROEDI; PHIELIX; RODEN, 2011). A disfun¢do mitocondrial pode levar a
uma producdao descontrolada de ERO pela Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE) e
desregulacdo do balango energético, acarretando em complicagdes microvasculares e
macrovasculares (BROWNLEE, 2001), além de inflamagao cronica (DO PRADO et al.,2009).
Todos esses desfechos sdo observados em pacientes diabéticos, os quais, mesmo medicados,
continuam a apresentar tais complicagdes (“memoria metabolica”) (TESTA et al., 2017). A
identificacdo de potenciais alvos terapéuticos e o desenvolvimento de novas alternativas de
tratamento para essa condigdo sao necessarios. Nesse cendrio, os produtos naturais vem se
destacando.

A Pitaya, Hylocereus spp, ¢ uma cactacea frutifera originaria das Américas,
popularmente conhecida como “Fruta-Dragdao”(APARECIDA RIBEIRO NEPOMOCENO et
al., 2019). Possui flores brancas, hermafroditas, as quais dao origem aos frutos. Os frutos
apresentam diferentes coloragdes de polpa dependendo da espécie, podendo ser branca,
amarela ou rosa/vermelha, possuindo caracteristicas quimicas e nutricionais distintas
(CRISTIANE ANDREA DE et al., 2013).

A pitaya da polpa vermelha (Hylocereus lemairei sin. polyrhizus (Hook.) Britton &
Rose) vém gerando interesse da industria nutracutica e farmacéutica, principalmente pela
presenca de compostos fenolicos em sua composicao, especialmente antocianinas
(ESQUIVEL; ARAYA QUESADA, 2012). As antocianinas fazem parte do grupo dos
flavonoides e possuem diversos efeitos na saide humana, incluindo acao antioxidante, anti-
inflamatoria (MALACRIDA; DA MOTTA, 2006) e antidiabética (HADI et al., 2012; JOSHI;
PRABHAKAR, 2020).

Especialmente em relagdo a sua atividade antidiabética, uma revisdo sistematica e
meta-analise resumiram dados de ensaios clinicos randomizados que demonstraram efeitos
benéficos da pitaya na prevengdo do diabetes (POOLSUP; SUKSOMBOON; PAW, 2017).
Fadlilah e Sucipto (FADLILAH et al., 2020) investigaram os efeitos da ingestao de pitaya
vermelha na glicemia de estudantes apds o consumo excessivo de alimentos, tendo encontrado
uma reducao significativa nos niveis de agticar no sangue em jejum. Apesar destas evidéncias,
os mecanismos bioquimico-moleculares envolvidos no seu efeito terapéutico sdo, até ao
momento, desconhecidos.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de extratos de casca ou polpa de
pitaya vermelha em células endoteliais EA.hy926 submetidas a uma sobrecarga de glicose,
mimetizando um microambiente “tipo-diabético”.

2 MATERIAIS E METODOS

Cultura celular e tratamentos
Células endoteliais (EA.hy926; BCRJ®, codigo 0345) foram cultivadas utilizando meio
DMEM suplementado com 10% de FBS e 1% de penicilina-estreptomicina em atmosfera

umida com 5% de CO2 a 37 °C. As células foram cultivadas em frascos de 75cm?2, expostas a
uma alta concentragdo de glicose (35mM) e tratadas com extrato de casca ou polpa de pitaya
por 24 horas.

A concentragdo de glicose (35mM) foi validada em nosso estudo anterior (CERBARO
et al., 2020). As concentracdes seguras dos extratos utilizados frente a glicose foram definidas
a partir de testes prévios, sendo utilizada a concentragdo efetiva de 1 pg/mL. Para controle
tipo-normoglicémico foi utilizado meio DMEM contendo 25mM de glicose, condig¢do na qual
as células estdo aclimatadas. O tempo de exposicao aos extratos e/ou glicose foi de 24 horas.
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Avaliagdo de marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes

A peroxidagao lipidica foi avaliada pela produgdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) (WILLS, 1966). O reagente 1,1,3,3-tetra metoxipropano foi utilizado
como padrdo e os resultados foram expressos em nmol TMP/mg de proteina. A atividade da
enzima antioxidante catalase (CAT) foi medida com base na taxa de decomposi¢do de H202
a 30 °C por 1 min a 240 nm (AEBI, 1984).0s resultados foram expressos como UCAT/mg de

proteina. A enzima superéxido dismutase (SOD) foi medida de acordo com a oxidagdo da

adrenalina pelo radical superoxido (O2 7) (BANNISTER; CALABRESE, 1987). Os resultados
foram expressos em USOD/mg de proteina. O teor de proteina sulfidrila (-SH) foi
determinado por uma reacdo com dacido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzodico) (DTNB), e os
resultados foram expressos em nmol DTNB/mg de proteina (AKSENOV; MARKESBERY,
2001). O conteudo total de proteina foi determinado utilizando albumina bovina como padrao

(LOWRY et al., 1951).Todas as absorbancias foram medidas num espectrofotometro modelo
UV-1700 (Shimadzu, Kyoto, Japao).

Avaliagdo de marcadores inflamatorios Expressdo da proteina COX-2

A analise foi realizada utilizando um anticorpo primario conjugado com peroxidase
para a proteina COX-2 (sc-376861) adquirida da Santa Cruz Biotechnology. O lisado celular
foi ressuspenso em tampao de amostra (2% SDS, 2-beta-mercaptoetanol 2%, glicerol 10%,
azul de bromofenol 0,01% e Tris-HCL 0,1M, pH 6,8), fervido a 100°C e depois resfriado. As
proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE) e
depois transferidas para membranas ativadas de difluoreto de polivinilideno (PVDF). O
bloqueio da membrana foi realizado com leite desnatado a 5% por 60 min, seguido de
incubagao por 2h com o anticorpo primdrio (1:1000). As bandas foram capturadas utilizando o
equipamento Molecular Imager ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare Life Sciences) e as
comparagoes foram realizadas utilizando o software Image-J 1.45. A expressdo relativa da
proteina foi comparada com GAPDH (4670T; Cell Signaling Technology) conjugada com
peroxidase (1:2000; 1h) (BRANCO et al., 2015).

Expressdo do gene IL-6

Apos os tratamentos, o RNA total foi extraido utilizando o Reagente TRI (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). O RNA foi quantificado usando um NanoDrop Lite®
(ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). Entdo, a quantidade de RNA foi
normalizada entre os grupos de tratamentos. DNA complementar (cDNA) foi produzido
usando o kit de sintese de cDNA iScript™ (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) seguindo as
instrucdes do fabricante. A quantificacdo da expressdo génica para IL-6 foi realizada através
da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QRT-PCR) e usando um kit GoTaq®
gPCR Master (Promega, Madinson,WI, EUA). Os iniciadores de IL-6 foram: Forward —
5’TACCCCCAGGAGAAGATTCCA3’ — Reverse - 5
CCGTCGAGGATGTACCGAATT3’-. Os ciclos gRT-PCR foram: 1) 50 °C por 120
segundos; 2) 95°C durante 120 segundos; 3) 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos seguidos de
60 °C por 30 minutos. A beta-actina foi usada para normaliza¢do dos resultados. Os primers
da beta-actina foram: forward - 5' CTGGCACCACACCTTCTAC 3'- ; reverse: 5'-
GGGCACAGTGTGGGTGAC 3'-.

Andlise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média
+ desvio padrao (DP). Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando o software
SPSS 22.0 para Windows (SPSS inc., Chicago, IL). As variaveis foram testadas quanto a
normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk. As comparagdes entre os grupos foram
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calculadas por andlise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos se p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O presente estudo avaliou a atividade de SOD e CAT, que desempenham papel

importante na regulacdo dos niveis de superoxido (O2 7) e peroxido de hidrogénio (H202),
respectivamente, gerados, principalmente nas mitocondrias. Ademais, foram avaliados os
niveis de -SH e de TBARS (Tabela 1).

Observou-se que a glicose elevada esgotou a atividade enzimatica tanto da SOD
quanto da CAT, bem como o teor de SH (marcador de defesa antioxidante nao enzimatica).
Todavia, as defesas foram normalizadas com o tratamento com os extratos, porém, nao
retornou aos niveis basais. Paralelamente, foi observado um aumento nos niveis de
peroxidagao lipidica (TBARS) e os extratos foram capazes de remediar, retornando aos niveis
observados no controle.

Tabela 1. Marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes em células endoteliais
humanas tratadas com extratos de pitaya na presenca ou auséncia de glicose.

TBARS (nmol Proteina sulfidril  Atividade de  Atividade de CAT
TMP/mg proteina) (nmol DTNB/mg SOD (USOD/mg (UCAT/mg
proteina) proteina) proteina)
Controle tipo- 0.99 +0.183 408+0.042 1623+3.658  10.31+0.942
normoglicémico
Controle tipo- 1.31+0.09P 3.03+0.040 830+ 1.09P 6.88 + 0.57b
hiperglicémico
Extrato de casca (.88 +0.012 2.98+0.200 9.07+0.15¢ 12,75+ 0.38¢
+ alta glicose
Extrato de polpa (.81 +0.092 2.92+£0.66° 10.130.06°¢  14.50 +0.57d

+ alta glicose

Legenda: TMP = 1,1,3,3-tetrametoxipropano hidrolisado; USOD = quantidade de enzima
necessaria para inibir a taxa de oxidagdo da epinefrina em 50%; UCAT = quantidade de
enzima que decompde 1 mmol de H202 em 1 min. Os resultados sdo expressos como média +
DP. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre os tratamentos
conforme andlise de variancia (ANOVA) e teste post hoc de Tukey. A significancia estatistica
foi determinada em p<0,05.

O estresse oxidativo estd ligado a uma diminui¢do na acdo da SOD e CAT e pode
afetar a elimina¢dao de ERO medida pela peroxidagao lipidica. (JAMAL GILANI et al., 2021)
relataram que ratos diabéticos apresentavam niveis mais elevados de TBARS, acompanhados
de reducdo nas atividades de SOD e CAT quando comparados a ratos sauddveis. Resultados
semelhantes foram encontrados em pacientes diabéticos e por (BUDIN et al.,, 2009) e
(JAISWAL et al., 2013) em ratos diabéticos.

A exposicdo a glicose elevada duplicou a expressao relativa de IL-6 em comparagao
ao controle tipo-normoglicémico. Ambos os extratos ndo foram capazes de reverter essa
alteracdo (Figura 1 A). Com relagdo a expressao proteica de COX-2, houve um aumento de
cerca de 80% induzido pela sobrecarga de glicose (Figura 1 B) quando comparado ao
controle tipo-normoglicémico. O extrato de casca e polpa reduziram significativamente esse
parametro, retornando aos niveis basais.
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Figura 1. Expressao génica e proteica relativa de interleucina-6 (A) e ciclooxigenase-2 (B)
em células tratadas com extrato de pitaya na presenca ou auséncia de glicose.

(A) (8)

IL-6 COoX-2
: - ° Bl controle tipo-normoglicémico
Bl Controle tipo-hiperglicémico
Hl Extrato de casca + alta glicose
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diferenc

Expressdo proteica diferencial

Tratamentos

Tratamentos

A inflamacao cronica descrita no DM esta associada com niveis aumentados do fator
de transcri¢do nuclear NF-kfB, da proteina inflamatoria cicloxigenase 2 (COX-2), da super
producdo de ON pela enzima 6xido nitrico induzivel (iNOS) (TARNOWSKI et al., 2017) e
dos niveis de IL-6. De fato, foi relatado niveis aumentados de expressao da isoenzima COX-2
e subsequente producdo de mensageiros inflamatoérios em mulheres portadoras de DM
gestacional (LIONG; LAPPAS, 2015). Achados de (LEE et al., 2019) relatam que o aumento
de IL-6 afeta negativamente a cicatrizagdo de feridas em camundongos expostos a alta glicose.
Um estudo realizado por (ROBINSON et al., 2020) demonstrou que a inibi¢do da IL-6 em
ratos diabéticos contribuiu para diminuir os niveis de estresse oxidativo e inflamagdo em
células endoteliais de retina.

4 CONCLUSAO

Os extratos de casca e polpa de pitaya normalizaram os disturbios oxidativo-
inflamatérios em modelo tipo-diabético. Os resultados encontrados podem ser explicados, ao
menos em parte, pela atividade antioxidante e anti-inflamatéria exibida pelos compostos
presentes na matriz quimica desse fruto. No entanto, sdo necessarias mais investigagdes para
garantir que estes efeitos possam ser extrapolados in vivo.
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