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A Orientina Alivia o Estresse Oxidativo e a Apoptose na
Cardiomiopatia Diabética por Meio do Eixo Lncrna H19/Mir-103-3p/
ALDH2/PI3K/AKT

Orientin Alleviates Oxidative Stress And Apoptosis In Diabetic Cardiomyopathy Via The Lncrna H19/Mir-103-
3p/ALDH2/PI3K/AKT Axis

Xun Wang,' Xiaofang Xiong," Wei Jiang," Shanshan Xu," Jun Li’
Wuhan Third Hospital,” Wuhan - China

Resumo

Fundamento: A cardiomiopatia diabética (CMD) é uma complicacao cardiovascular irreversivel do diabetes mellitus,
caracterizada por remodelacao cardiaca prejudicial. A orientina, um flavonoide hidrossoliivel presente em muitas
plantas medicinais, exerce diversos efeitos farmacolégicos.

Obijetivos: Investigar os efeitos cardioprotetores da orientina em condicoes diabéticas e elucidar os mecanismos
associados aos RNAs nao codificantes.

Métodos: O modelo CMD induzido por estreptozotocina foi estabelecido pelo uso combinado de estreptozotocina e
uma dieta rica em gordura. A estrutura e a funcao cardiaca em camundongos com diabetes mellitus foram avaliadas por
meio de analises histologicas e ecocardiograficas. Masson, TUNEL, western blot e ELISA em coragoes de camundongos
foram realizados para analisar fibrose cardiaca, apoptose e estresse oxidativo. Os niveis de expressao de IncRNA H19,
miR-103-3p, ALDH2 e proteinas relacionadas a PI3K/AKT em células cardiacas de camundongos e HL-1 foram avaliados
por qPCR em tempo real ou western blot. O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.

Resultados: A orientina melhorou a funcao cardiaca e amenizou a lesao cardiaca em camundongos diabéticos. A orientina
inibiu a fibrose cardiaca, reduziu a apoptose dos cardiomiécitos e aumentou a atividade de enzimas antioxidantes. Em
condigoes patoldgicas, os niveis de H19 e ALDH2 foram reduzidos, enquanto os niveis de miR-103-3p aumentaram, o
que foi revertido pela orientina. A H19 aumentou a expressao de ALDH2 ligando-se a miR-103-3p e ativou a via PI3K/
AKT em células HL-1 tratadas com altos niveis de glicose. A deplecao de H19 ou o inibidor de PI3K reverteram os efeitos
da orientina na apoptose e no estresse oxidativo em células HL-1 sob condicoes de altos niveis de glicose.

Conclusdes: Esses achados revelam um mecanismo protetor da orientina na CMD, que envolve a regulacao do eixo de
sinalizacao H19/miR-103-3p/ALDH2/PI3K/AKT, fornecendo uma estratégia potencial para o tratamento da CMD.
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Abstract

Background: Diabetic cardiomyopathy (DCM) is an irreversible cardiovascular complication of diabetes mellitus characterized by detrimental
cardiac remodeling. Orientin, a water-soluble flavonoid present in many medicinal plants, exerts various pharmacological effects.

Objectives: To investigate the cardioprotective effects of orientin in diabetic conditions and elucidate the mechanisms associated with non-
coding RNAs.

Methods: The streptozotocin-induced DCM model was established by a combined use of streptozotocin and a high-fat diet. Cardiac structure
and function in DM mice were evaluated using histological and echocardiographic analyses. Masson, TUNEL, western blot, and ELISA in mouse
hearts were performed to analyze cardiac fibrosis, apoptosis, and oxidative stress. Expression levels of IncRNA H19, miR-103-3p, ALDH2, and
PI3K/AKT-related proteins in mouse heart and HL-1 cells were evaluated using real-time qPCR or western blot.

Results: Orientin improved cardiac function and ameliorated cardiac injury in diabetic mice. Orientin inhibited cardiac fibrosis, reduced
cardiomyocyte apoptosis, and increased the activities of antioxidant enzymes. In pathological conditions, H19 and ALDH?2 levels were reduced
while miR-103-3p levels increased, which were reversed by orientin. H19 upregulated ALDH2 expression by binding to miR-103-3p and
activated the PI3K/AKT pathway in high glucose-treated HL-1 cells. H19 depletion or PI3K inhibitor reversed the effects of orientin on apoptosis
and oxidative stress in HL-1 cells under high glucose conditions.
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Conclusions: These findings reveal a protective mechanism of orientin in DCM, which involves the regulation of the H19/miR-103-3p/ALDH2/
PI3K/AKT signaling axis, providing a potential strategy for treating DCM.
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Introducao

A diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica
cuja prevaléncia continua a aumentar e é caracterizada
por hiperglicemia resultante da secrecao inadequada de
insulina, resisténcia a insulina ou deficiéncia de glucagon.
Hipersecregao.' A cardiomiopatia diabética (CMD) é
uma manifestagao cardiaca do DM caracterizada por
disfuncao diastdlica do ventriculo esquerdo e hipertrofia
nos estagios iniciais,mais tarde por insuficiéncia cardiaca
com fungao sistélica diminuida.? Estda bem estabelecido
que as alteragdes estruturais e funcionais cardiacas em
condigoes de CMD estdo intimamente associadas ao
estresse oxidativo persistente induzido por hiperglicemia,
resultando emcardiomiécitomorte e disfuncao cardiaca.’*
Além disso, quando o coragao estd gravemente danificado,

o excesso de colageno leva a fibrose e disfungdo cardiaca®
Até o momento, os mecanismos especificos associados a
CMD sao amplamente desconhecidos e nao ha tratamento
eficaz para a doenga. Portanto, é necessario identificar
novos agentes ou alvos terapéuticos.

Os IncRNAs (long non-coding RNAs) desempenham
fungoes regulatérias importantes em diversos processos e
doencas celulares.” Os microRNAs (miRNAs) participam
das fungbes regulatérias de diversas atividades fisiolégicas.®
Estudos sugerem que expressoes anormais de ncRNAs
estdo envolvidas na progressao de doencas humanas,
incluindo a CMD.*"" Evidéncias também indicam que
o tratamento com medicamentos (como a metformina)
para DM pode alterar a expressao de ncRNA,"? sugerindo
que a modulagdo da expressao de ncRNA pode ser um
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mecanismo importante no tratamento do DM. O LncRNA
H19 participa dos processos regulatérios do metabolismo da
glicose, metastase tumoral, diferenciagdo muscular, etc.”> O
H19 foi identificado como uma molécula crucial em doencas
cardiacas, pois pode regular a CMD,' a hipertrofia cardiaca'®
e afibrose.'® A aldeido desidrogenase 2 (ALDH2) desempenha
um papel fundamental na funcao respiratéria mitocondrial e na
remodelagao da funcao ventricular.'”'® Além disso, o ALDH2
alivia a lesao isquémica na CMD por meio da ativacao da via
PI3K/AKT." Nossos experimentos preliminares mostraram que o
H19 pode aumentar a expressao de ALDH2 em cardiomidcitos
de camundongos. Utilizando ferramentas online, identificamos
0 miR-103-3p como uma molécula-alvo do H19 e do ALDH2.
No entanto, as fungoes regulatérias do eixo H19/miR-103-3p/
ALDH2/PI3K/AKT na CMD ainda nao foram investigadas.

2

A orientina é um componente flavonoide presente em
plantas naturais, incluindo folhas de bambu, samambaia
ocotillo, hidraste e benta.?® A orientina exerce diversos
efeitos farmacolégicos, como cardioprotegao, neuroprotegao,
antiviral, antioxidante, antienvelhecimento, anticancerigeno
e anti-inflamatério.?'** Fu et al. relataram que a orientina é
protetora contra o miocardio tratado com isquemia/reperfusao
e atenua a apoptose ao suprimir a ativagao da via de apoptose
mitocondrial.?> Li et al. relataram que a orientina atenua a
remodelacdo cardiaca e reduz o infarto do miocardio em
camundongos através da via eNOS/NO.*® A orientina pode
proteger poddcitos e células endoteliais contra alteragoes
morfolégicas mitocondriais induzidas por altos niveis de glicose,
apoptose, inflamacao e estresse oxidativo.?”2® Além disso,
a orientina pode resistir ao estresse oxidativo para exercer
beneficios neuroprotetores® e conferir cardioprotecao contra
reperfusdo,® ativando a sinalizacdo PI3K/AKT. No entanto, os
efeitos da orientina na CMD sao amplamente desconhecidos.

Neste estudo, desenvolvemos modelos de CMD in vivo e
in vitro para elucidar o papel do eixo de sinalizagdo H19/miR-
103-3p/ALDH2/PI3K/AKT nas fungdes regulatérias da orientina
na CMD. Este estudo pode fornecer insights sobre o modo
molecular de acdo da orientina na doenca cardiaca.

Materiais e métodos

Animais e tratamentos

Camundongos machos C57BL/6 (18 a 20 g; Beijing Vital
River Laboratory) foram alojados em condigbes padrao
(umidade de 60%; temperatura de 25 + 1 °C; ciclo claro/
escuro de 12 h). Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Pesquisa e Uso Animal da Wuhan
Myhalic Biotechnology Co., Ltd (HLK-20240516003-003; 18
de julho de 2024).

O modelo de CMD foi estabelecido com uma dieta rica
em gordura (Research Diet D12492) por 28 dias, seguida de
jejum noturno e injecao intraperitoneal de estreptozotocina (50
mg/kg % 5 dias; 60256ES60; Shanghai Yeasen Biotechnology)
dissolvida em tampao citrato de sédio (pH 4,5). Apés 7 dias,
0s animais com hiperglicemia (glicemia = 16,7 mmol/L)
foram considerados camundongos DM?' e continuaram a ser
alimentados com uma dieta rica em gordura. Os camundongos
controle foram injetados com tampao citrato de sédio (pH
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4,5) e alimentados com uma dieta normal. Os camundongos
foram divididos em 5 grupos (n=8 por grupo): controle
(camundongos controle tratados com solugao salina normal);
DM (camundongos DM tratados com solugao salina normal);
DM + Orientina (10 mg/kg) (camundongos DM tratados com
10 mg/kg de Orientina, MBS5750979; MyBiosource, Inc.);
DM + Orientina (20 mg/kg) (camundongos DM tratados
com 20 mg/kg de Orientina); DM + Orientina (40 mg/kg)
(camundongos DM tratados com 40 mg/kg de Orientina).
Orientina foi administrado intraperitonealmente uma vez ao dia
(dissolvido em DMSO; um volume de 50 ul). Todos os grupos
experimentais foram tratados por 12 semanas.

Ecocardiografia

Os camundongos foram anestesiados com isoflurano a 0,5%
e seus térax foram raspados. A ecocardiografia em modo M
foi realizada para avaliar a fungdo cardiaca dos camundongos
utilizando um Sistema de Microimagem de Alta Resolucao
(VeVo 770; VisualSonics Inc.). Parametros ecocardiogréficos,
incluindo diametro diastélico do ventriculo esquerdo (DVDVE),
diametro sist6lico do ventriculo esquerdo (DSVE), fracao
de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE) e encurtamento
fraciondrio do ventriculo esquerdo (FSVE), foram medidos.
Todas as medidas foram calculadas a partir de 5 ciclos cardiacos
continuos.

indice cardiaco

Os camundongos foram pesados e eutanasiados por
inalagdo de CO,. A cavidade toracica foi aberta e o coragao foi
perfundido com 0,1 M de KCI. Apés o coracao parar de bater,
o sangue residual foi removido com solugdo salina. O coragao
foi excisado e lavado trés vezes. O coracao foi seco em papel
de filtro e pesado.

Histologia

O tecido cardiaco de camundongo foi fixado em formalina a
10% (Top0372; Beijing Biotopped Life Sciences), desidratado e
incluido em parafina. O tecido foi cortado em secgbes de 5 um,
colocadas em laminas de vidro e coradas com hematoxilina-
eosina (H&E; RS3390; Beijing G-Clone Biotechnology)
utilizando o método padrao. A coloragao tricrémica de Masson
(RS3960I; Beijing G-Clone Biotechnology) foi utilizada para
estimar a deposigao de colageno e a fibrose no coragao.
As alteragdes patoldgicas foram observadas ao microscépio
Olympus CKX41. Cinco campos por secgao cardiaca foram
analisados utilizando o programa Image-Pro Plus 6.0.

Deteccao de lactato desidrogenase (LDH), creatina quinase-
MB e troponina (cTnl)

Amostras de sangue foram obtidas do canto interno dos
olhos dos camundongos e centrifugadas a 3.000xg por 15
minutos a 4°C. Indicadores de lesao cardiaca, incluindo LDH,
CK-MB e cTnl no soro, foram medidos utilizando o Kit ELISA
para LDH em Camundongo (ZK-M4619; Shenzhen Ziker
Biotechnology), o Kit ELISA para CK-MB (ZK-M4805; Shenzhen
Ziker Biotechnology) e o Kit ELISA para cTnl (JYM0409Mo;
Wauhan Jiyinmei Biotechnology), respectivamente, seguindo
os protocolos do fabricante.
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Coloracao TUNEL

Para detectar a morte celular cardiaca, o ensaio TUNEL foi
realizado utilizando o Kit de Detecgao de Apoptose TUNEL FITC
(A111-01; Nanjing Vazyme Biotechnology), seguindo as instrugoes
do fabricante. Os nicleos foram marcados com DAPI (40727ES10;
Shanghai Yeasen Biotechnology). As imagens foram obtidas
utilizando um microscépio confocal Leica SP8. Cinco campos por
secgao cardiaca foram analisados utilizando o Image-Pro Plus 6.0.

Células e tratamentos

Cardiomidcitos de camundongo HL-1 (ml096513; Shanghai
mlbio) foram incubados em meio DMEM contendo 10%
de SFB e 100 U/ml de penicilina-estreptomicina sob 5% de
CO2/95% de ar a 37°C. Quando as células atingiram 70%-80%
de confluéncia, foram expostas a glicose normal (5,5 mmol/L)
ou glicose alta (33 mmol/L) e/ou orientina (2,5-20 uM) por 24
h. Para explorar os mecanismos de protecao da orientina, as
células foram tratadas com 10 uM de LY294002 (um inibidor
de PI3K; BES250679D; Shanghai BIOSEN Biotechnology) 2 h
antes do tratamento com orientina.

Transfeccao

Cardiomidcitos de camundongo HL-1 foram transfectados
com o vetor de superexpressao de H19 pcDNA3.1/H19 (H19),
miR-103-3p ou siRNA direcionado a ALDH2 (si-ALDH2) (todos
da Shanghai GenePharm Biotechnology) usando Lipofectamine
2000 (168019; Thermo Fisher Scientific, Inc.) seguindo os
protocolos do fabricante. Vetor vazio (vetor), NC mimic e si-NC
atuaram como controles negativos. Alteragdes nas expressoes
de RNA e proteina foram detectadas por qPCR e western blot
48 h ap6s a transfeccao.

Ensaio CCK-8

Cardiomidcitos HL-1 foram semeados em placas de 96
pogos (0,8-1 x 103 células/pogo) durante a noite e tratados
com glicose alta (33 mmol/L) e/ou orientina (2,5-20 uM) por
24 h. Em seguida, 10 uL de CCK-8 (40203ES60; Shanghai
Yeasen Biotechnology) na concentragao de 5 mg/mL foram
adicionados a cada pogo. Apés o cultivo das células por 3-4 h
a 37 °C, a absorbancia a 450 nm foi medida utilizando um
leitor de microplacas inteligente SMR16.1 (Wuhan USCNK IT
LIFE SCIENCE INC.).

Deteccao de glutationa (GSH), superoxido dismutase (SOD),
4-hidroxinonenal (4-HNE) e malondialdeido (MDA).

Ap6s homogeneizar 0,1 g de tecido cardiaco congelado
com 1 mL de agua destilada, o homogeneizado de tecido foi
centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos. As células HL-1
foram lavadas com PBS (pH 7,2) e homogeneizadas em PBS
contendo 0,5 mM de butil-hidroxitolueno. O homogeneizado
foi centrifugado a 3.000 x g por 15 minutos a 4 °C. Glutationa
(GSH), superoéxido dismutase (SOD), 4-hidroxinonenal (4-
HNE), malondialdeido (MDA) e ROS no sobrenadante foram
detectados utilizando o Kit ELISA para GSH em camundongos
(BLL-yx2756; Shanghai Baililai Biotechnology), o Kit ELISA para
SOD (BLL-yx3040; Shanghai Baililai Biotechnology), o Kit ELISA
para 4-HNE (YS03024B; Shanghai Yaji Biotechnology), o Kit

ELISA para MDA (BLL-yx3039; Shanghai Baililai Biotechnology)
e o Kit de Ensaio para ROS (DCFH-DA; S0033; Shanghai
Beyotime Biotechnology), respectivamente, seguindo os
protocolos do fabricante. Os niveis de ROS foram detectados
por citometria de fluxo.

RT-qPCR

Os RNAs totais foram isolados do tecido cardiaco e de
células HL-1 utilizando o Extrator de RNA Total (zk3074;
Shenzhen Zike Biotechnology) e transcritos reversamente
em cDNA utilizando o Kit de Sintese de cDNA HiFiScript
(AD502A; Shanghai Proteinssci Biotechnology), seguindo os
protocolos do fornecedor. A reagdo de PCR foi realizada com
o Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
em um Sistema de PCR Répido em Tempo Real 7900HT
(Applied Biosystems). A expressao génica foi calculada
utilizando o método do ciclo limiar, que foi normalizado
para GAPDH ou U6. As sequéncias de primers utilizadas
para RT-gPCR sao mostradas na Tabela 1.

Western blot

O isolamento de proteinas totais e a andlise de Western
blot foram conduzidos conforme descrito por Liu et al.*?
Os anticorpos primdrios inclufram Bax (ab32503; 1:1500;
Abcam), caspase3 clivada (#AF7022; 1:1500; afinidade), Bcl-2
(ab182858; 1:2000; Abcam), ALDH2 (#DF6358; 1:1500;
afinidade), p-PI3K (#AF3241; 1:1500; afinidade), PI3K
(#AF6241; 1:1500; afinidade), p-AKT (#AF0016; 1:1500;
afinidade), AKT (#AF6261; 1:1500; afinidade) e GAPDH
(#AF7021; 1:15000; afinidade). As bandas de proteina
foram capturadas por substrato de quimioluminescéncia
aprimorada (ES-0006; Wuhan FineTest Biotechnology).
A andlise densitométrica foi realizada utilizando o Image-
Pro Plus 6.0.

Ensaio do reporter de luciferase

Fragmentos selvagens (Wt) ou mutantes (Mut) de H19 e
ALDH2 3’UTR contendo os sitios de ligagao previstos para

Tabela 1 - Sequéncias de primers usadas para RT-qPCR

Alvo(rato) Sequéncias de primers (5°-3")
H19 F: CATTCTAGGCTGGGGTCAA

H19 R: GCCCTTCTTTTCCATTCTCC
miR-103-3p F: ACACTCCAGCTGGGAGCAGCATTGTAC
miR-103-3p R: TGGTGTCGTGGAGTCG

ALDH2 F: GCTGTTGTACCGATTGGCGGAT
ALDH2 R: GCGGAGACATTTCAGGACCATG
GAPDH F: TGCACCACCAACTGCTTAG
GAPDH R: GGATGCAGGGATGATGTTC

ué F: CTCGCTTCGGCAGCACA

ué R: AACGCTTCACGAATTGCGT

Arq Bras Cardiol. 2025; 122(7):e20240885

4



Wang et al.
Os Efeitos da Orientina em Condicoes Diabéticas

Artigo Original

mmu-miR-103-3p foram inseridos no vetor Promega
pmirGLO para construir os plasmideos, incluindo H19-
Wt/Mut e ALDH2-Wt/Mut, respectivamente. Células HL-1
foram semeadas em placas de 24 pogos e transfectadas
com esses plasmideos repérter de luciferase, juntamente
com o mimetizador de miR-103-3p ou o mimetizador de
NC, utilizando Lipofectamine 2000. Apds 48 h, a atividade
da luciferase foi determinada utilizando o Kit de Ensaio do
Reporter de Luciferase Promega.

Analise estatistica

A normalidade da distribuicao dos dados foi verificada
pelo teste de Shapiro-Wilk (p>0,05 para todos os grupos).
Todos os valores sdo apresentados como média = desvio
padrdao. ANOVA unidirecional com teste de Tukey foi
utilizada para determinar diferengas significativas entre
os grupos. P < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Todas as analises foram realizadas no software
SPSS v.21.0. Cada experimento foi repetido trés vezes.
Para estudos com animais, o tamanho da amostra foi
determinado pela analise de poder estatistico (visando
80% de poder para detectar uma mudanga de 30% nos
desfechos primarios em a=0,05).

Resultados

Orientina melhora a lesao cardiaca em camundongos DM

Conforme mostrado na Tabela 2, comparado ao grupo
controle, o grupo DM apresentou maiores niveis de glicose
sanguinea, peso cardiaco e peso corporal (p<0,05).

Orientina ndo teve impacto nos niveis de glicose sanguinea
e peso corporal. Comparado ao grupo DM, orientina
em doses de 20 e 40 mg/kg reduziu significativamente
o peso cardiaco em camundongos (p<0,05). Dados de
ecocardiografia em modo M na Tabela 3 indicaram que
a FEVE e a FSVE foram reduzidas, e DVDVE e DSVE
foram marcadamente aumentadas em camundongos
diabéticos em comparacdo aos camundongos controle
(p<0,05). Orientina em doses de 20 e 40 mg/kg elevou
a FEVE e reduziu a DVDVE, e orientina em uma dose
de 40 mg/kg elevou a FSVE e reduziu a DSVE (p<0,05).
A coloragao H&E da segao cardiaca no grupo controle
exibiu morfologia normal de cardiomidcitos e fibras
miocardicas regulares. Entretanto, o tecido miocardico
no grupo com diabetes mellitus (DM) apresentou
arquitetura desordenada evidente dos cardiomidcitos e
hipertrofia miocardica em comparagao ao grupo controle.
Orientina (20 e 40 mg/kg) melhorou a maioria das
alteragoes patolégicas (Figura TA). As atividades séricas
de LDH, CK-MB e cTnl, importantes indicadores de lesao
cardiaca, foram estimadas. Os dados indicaram que as
atividades séricas desses indicadores foram notavelmente
aumentadas em camundongos diabéticos em comparagao
aos camundongos controle. Orientina nas doses de 20 e
40 mg/kg restaurou significativamente suas atividades em
comparagao aos camundongos diabéticos (Figura 1B-D).
A coloragdo de Masson mostrou deposigao significativa de
coldgeno no coragdo de camundongos com DM, que foi
melhorada pela administragdo de Orientina (Figura 1E-F).

Tabela 2 - Efeitos da orientina sobre a glicemia, peso cardiaco, e peso corporal em camundongos diabéticos

Glicemia (mM) 8,24+1,14 22,31+1,78* 21,95+1,97 20,774+2,54 22,45+2 64
Peso do coragdo (mg) 111,25£9,14 138,67+11,09* 129,98+12,73 118,629,144 120,08+8,98%#
Peso corporal (g) 27,54+1,24 36,78+2,89* 35,22+1,79 36,02+3,11 37,15+2,52

Todos os valores sdo apresentados como média * desvio padrdo e analisados usando ANOVA unidirecional. N=8 por grupo.
*p<0,05 vs grupo controle; #p<0,05 vs grupo DM. DM: diabetes mellitus.

Tabela 3 - Efeitos da orientina nas func¢des ventriculares esquerdas em camundongos diabéticos

%FEVE 610,91£3,25 38,57+2,37* 39,45%3,05 42,67+2,90# 53,74%3,75#
FSVE% 31,67%1,76 17,98+1,38* 19,64+1,12 19,99+1,24 25,8611,47#
DVDVE (milimetros) 3,86+0,34 4,77+0,27* 40,61+0,66 4,06+0,86%# 3,99+0,25#
DSVE (milimetros) 2,61+0,11 3,68+0,41* 3,44+0,66 3,38+0,14 2,76x0,09#

Todos os valores séo apresentados como média * desvio padréo e analisados usando ANOVA unidirecional. N=8 por grupo. *p<0,05 vs
grupo controle; #p<0,05 vs grupo DM. DM: diabetes mellitus; DVDE: didmetro diastélico do ventriculo esquerdo; DSVE: didametro sistélico
do ventriculo esquerdo; FEVE: fragdo de ejegdo do ventriculo esquerdo; FSVE: encurtamento fraciondrio do ventriculo esquerdo.
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Figura 1 - Orientina melhora lesdo cardiaca em camundongos com DM. (A) Alteragdes histologicas medidas pela coloragdo H&E.
Barra de escala = 50 um. (B-D) Efeitos da orientina nas atividades séricas de LDH, CK-MB e c¢Tnl em camundongos com DM. ANOVA
unidirecional. (E-F) Coloragdo de Masson de sec¢do cardiaca e andlise quantitativa. Barra de escala = 50 um. ANOVA unidirecional.
N =8 por grupo. ***p < 0,01 vs grupo controle; #p < 0,05, ##p < 0,01, ##p < 0,001 vs grupo com DM. DM: diabetes mellitus.

Orientina alivia a apoptose miocardica e o estresse no coragao do que o grupo controle. A administracao de
oxidativo em camundongos com DM. orientina reverteu essa tendéncia e reduziu a apoptose dos

Como a orientina, na dose de 40 mg/kg, apresentou os cardiomidcitos (Figura 2A-B). A orientina também restaurou os
melhores efeitos cardioprotetores, utilizamos essa dose em  niveis de proteinas relacionadas a apoptose em camundongos
experimentos subsequentes. O grupo diabético apresentou  diabéticos, como demonstrado pela regulagao positiva de Bcl-2
um ndmero maior de cardiomiécitos TUNEL-positivos e regulagdo negativa de Bax e pela clivagao de caspase-3

Arq Bras Cardiol. 2025; 122(7):e20240885
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Figura 2 - Orientina alivia a apoptose miocardica e o estresse oxidativo em camundongos com DM. (A-B) Coloragdo TUNEL da
secgdo cardiaca e analise quantitativa. Barra de escala = 20 um. ANOVA unidirecional. (C-D) Dados de Western blot mostrando os
niveis de proteinas relacionadas & apoptose nos coragbes dos camundongos. ANOVA unidirecional. (E-H) Atividades de GSH e SOD,
bem como niveis de MDA e 4-HNE nos coragdes dos camundongos. ANOVA unidirecional. N = 8 por grupo. ***p < 0,01 vs grupo

controle; ##p < 0,01, ###p < 0,001 vs grupo com DM.

no grupo diabético, em comparagdo com o grupo diabético
(Figura 2C-D). Avaliamos os niveis de parametros relacionados
ao estresse oxidativo. Camundongos diabéticos apresentaram
redugdes significativas nas atividades cardiacas de GSH e SOD
e aumentos nos niveis de MDA e 4-HNE em comparacao com
o grupo controle, que foram notavelmente restaurados pela
orientina (Figura 2E-H).

Efeitos da orientina no eixo H19/miR-103-3p/ALDH2/
PI3K/AKT em camundongos DM

Dados de RT-qPCR mostraram que, em camundongos
diabéticos, H19 e ALDH2 no miocardio foram notavelmente
regulados negativamente, enquanto miR-103-3p foi regulado
positivamente, em comparagao com camundongos controle.
Seus niveis de expressao foram restaurados apés o tratamento

Arq Bras Cardiol. 2025; 122(7):e20240885

com orientina (Figura 3A). Além disso, os niveis proteicos
de ALDH2 e PI3K e AKT fosforilados foram marcadamente
menores no grupo com diabetes do que no grupo controle,
sendo revertidos no grupo tratado com orientina (Figura 3B-C).

Orientina reduz o estresse oxidativo e a apoptose
desencadeados por altos niveis de glicose em células HL-1.

Os resultados do CCK-8 indicaram que a orientina em
doses de 2,5 a 20 uM nao influenciou a viabilidade das células
HL-1 (Figura 4A). A orientina em doses de 5, 10 e 20 uM
resgatou a viabilidade das células HL suprimida por altos niveis
de glicose (Figura 4B), e 10 uM de orientina apresentaram
os efeitos mais significativos. Utilizamos 10 uM de orientina
em experimentos subsequentes. Conforme apresentado nas
Figuras 4C-F, altos niveis de glicose aumentaram os niveis



Wang et al.
Os Efeitos da Orientina em Condicoes Diabéticas

Artigo Original

- 157 3= ol
= 8 -
© S
g 10 i 58 o
= 28 fetent
s
uwT 0=
» 05 o= 9
8 n ke a T
= >
Qo i
o]
0.0
- 0= T
3 & QD
&@\ ()@ & &o\ QQ &
IS Q& I 0‘&
x x
N N
15
x
2 & et
<< o
e 3
g )
= o
é Qo
o e
3 .
& &
s ¥
x
N

15— ALDH2 S s s

L ]
P-PISK . e -
PI3K —— =

4
05 ke p-AKT - -‘
AKT  — -’

GAPDH s s

F o @

(PQ\’\ g’\\%&\
S

Expressdo relativa de
ALDH2

p-AKT/AKT

& N
s &

S

Q
N
N
N

Figura 3 - Efeitos da orientina no eixo H19/miR-103-3p/ALDH2/PI3K/AKT em camundongos com DM. (A) Dados de RT-qPCR
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mostrando os niveis de ALDH2 e PI3K e AKT fosforilados em coragdes de camundongos. ANOVA unidirecional. N = 8 por grupo.

*kk

de ROS e MDA e diminuiram as atividades de SOD, que
foram revertidas pelo pré-tratamento com orientina. O pré-
tratamento com orientina restaurou os niveis proteicos de Bax,
Bcl-2, caspase-3 clivada, ALDH2 e PI3K e AKT fosforilados
em cardiomiécitos HL-1 tratados com altos niveis de glicose
(Figura 4G-H). Além disso, as expressoes reduzidas de H19 e
ALDH2 e o aumento da expressao de miR-103-3p em células
HL-1 tratadas com alto teor de glicose foram revertidas pelo
pré-tratamento com orientina (Figura 41).

0 eixo H19/miR-103-3p/ALDH2 regula o estresse
oxidativo e a apoptose em células HL-1

Os sitios de ligagao onde H19 ou ALDH2 interagem com
miR-103-3p sdo mostrados na Figura 5A. A sequéncia H19/
ALDH2 ou sua versdo mutante foi cotransfetada em células
HL-1 com o mimetizador miR-103-3p. Os dados indicaram
redugdes significativas nas atividades da luciferase apds
cotransfecgoes com H19-Wt ou ALDHT-Wt e mimetizador
miR-103-3p, enquanto as cotransfecgdes com H19-Mut
ou ALDH1-Mut e mimetizador miR-103-3p nao alteraram
as atividades da luciferase (Figura 5B). Descobrimos que a
superexpressao de H19 restaurou os niveis proteicos de Bax,
Bcl-2, caspase-3 clivada, ALDH2 e PI3K e AKT fosforilados
em cardiomiécitos HL-1 tratados com altos niveis de
glicose, que foram revertidos pela superexpressao de miR-

‘p < 0,01 vs grupo controle; ###p < 0,001 vs grupo com DM.

103-3p ou pela deplegdo de ALDH2 (Figura 5C-D). Além
disso, a superexpressao de H19 inibiu a produgao de ROS
desencadeada por altos niveis de glicose em células HL-1, mas
a superexpressao de miR-103-3p ou a deplegao de ALDH2
anularam os efeitos da superexpressao de H19 (Figura 5E).

A deplecao de H19 ou inibidor de PI3K reverte os efeitos
da orientina em células HL-1

Para os experimentos de resgate, cardiomidcitos HL-1 sob
condigoes de alta glicose foram tratados com orientina e/ou
com deplegao de H19 ou inibidor de PI3K (LY294002). Os
resultados mostraram que as alteragdes nos niveis de Bax, Bcl-2,
caspase-3 clivada, ALDH2 e PI3K e AKT fosforiladas causadas
pelo tratamento com orientina foram notavelmente revertidas
pela reducao de H19 ou pelo tratamento com LY294002 (Figura
6A-B). Além disso, a reducao de H19 ou o tratamento com
LY294002 neutralizaram os efeitos da orientina sobre os niveis
de ROS e MDA e sobre as atividades da SOD em células HL-1
tratadas com alta glicose (Figura 6C-E).

Discussao

Neste estudo, o tratamento com orientina aliviou a
deterioracao da fungdo cardiaca em camundongos com CMD e
protegeu contra fibrose cardiaca, apoptose e estresse oxidativo

Arq Bras Cardiol. 2025; 122(7):e20240885
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Figura 4 - Orientina reduz o estresse oxidativo e a apoptose desencadeados por altos niveis de glicose em células HL-1. (A-B)
Viabilidade de células HL-1 apds tratamento com orientina e/ou altos niveis de glicose, medida por CCK-8. ANOVA unidirecional.
(C-F) Efeitos da orientina sobre os niveis de ROS e MDA e atividades de SOD em células HL-1. ANOVA unidirecional. (G-H) Western
blot mostrando os niveis de Bax, Bcl-2, caspase-3 clivada, ALDH2 e PI3K e AKT fosforilados em cardiomidcitos HL-1. ANOVA
unidirecional. () Dados de RT-qPCR mostrando as expressbes de H19, miR-103-3p e ALDH2 em cardiomiécitos HL-1. ANOVA
unidirecional. N = 3 por grupo. ***p < 0,01 vs grupo controle; ###p < 0,001 vs grupo DM.
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Figura 5 — O eixo H19/miR-103-3p/ALDH2 regula o estresse oxidativo e a apoptose em células HL-1. (A) Diagrama representando
os sitios de ligagdo entre H19/ALDH2 e miR-103-3p. (B) Ensaio de repdrter de luciferase mostrando atividades de luciferase apdos
cotransfecgcbes com H19-Wt/Mut ou ALDH1-Wt/Mut e mimetizador de miR-103-3p. ANOVA bidirecional. ***p<0,01 vs. grupo
mimetizador NC. (C-D) Western blot mostrando niveis de Bax, Bcl-2, caspase3 clivada, ALDH2 e PI3K e AKT fosforilados em
cardiomiécitos HL-1. ANOVA unidirecional. (E) Niveis de ROS em cardiomidcitos HL-1. ANOVA unidirecional. N=3 por grupo.
***p<0,01 vs. grupo controle; ###p<0,001 vs grupo HG + Vetor + NC mimic + si-NC; &&&p<0,001 vs grupo HG + H19.
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induzidos por diabetes. Mecanicamente, a orientina restaurou
as alteragbes nos niveis de H19, miR-103-3p e ALDH2, bem
como na via PI3K/AKT, causadas pela hiperglicemia. Esta
investigacao, pela primeira vez, revela que o eixo H19/miR-
103-3p/ALDH2/PI3K/AKT desempenha um papel fundamental
na agao cardioprotetora da orientina na CMD.

A orientina foi proposta como um composto promissor
para o tratamento de doengas cardiovasculares. A orientina
pode exercer efeitos antioxidantes e antiapoptdticos em
células endoteliais vasculares tratadas com LDL-ox e pode
proteger contra a aterosclerose.* A orientina diminui a
resposta inflamatéria, a fibrose e a apoptose de cardiomidcitos
em camundongos ap6s infarto do miocardio. Além disso,
a orientina atenua a apoptose e o estresse oxidativo em
cardiomiécitos expostos a hipéxia.?>?¢ Complicagbes
macrovasculares do diabetes, incluindo CMD, ocorrem por
meio de miltiplos mecanismos induzidos por hiperglicemia
nos quais o estresse oxidativo tem um papel central.?* O
estresse oxidativo cardiaco estd associado a reducdo do
desempenho e da contratilidade cardiacos e ao aumento
da fibrose e hipertrofia cardfacas, resultando em disfungao
cardiaca grave e eventos cardiacos fatais.*> O estresse
oxidativo mediado por hiperglicemia persistente pode ativar
a sinalizagao apoptdtica no coragao para induzir a morte de
cardiomidcitos.>*?” Neste estudo, a orientina nao influenciou
os niveis de glicose sanguinea em camundongos DM. Ainda
assim, ela melhorou significativamente a disfungao cardiaca
induzida por diabetes em camundongos, independentemente
da modulagao dos niveis de glicose sanguinea, possivelmente
por meio da inibicdo do estresse oxidativo cardfaco e
da apoptose. A ecocardiografia em modo M confirmou
que a orientina melhorou a disfungao cardiaca induzida
por hiperglicemia. Analises morfolégicas e de coloragao
demonstraram ainda que a orientina melhorou o dano ao
tecido cardfaco induzido por diabetes. LDH, CK-MB e cTnl
sao marcadores bioquimicos importantes que refletem o
grau de lesdo cardiaca.’ Neste caso, a orientina reduziu
acentuadamente os niveis de LDH, CK-MB e cTnl no soro
de camundongos com DM.

A rede IncRNA-miRNA-mRNA ceRNA tem sido relatada
como envolvida na regulagao dos processos patologicos
da CMD.****" H19, um IncRNA abundante no sistema
cardiovascular, atua como um ceRNA para desempenhar
um papel em complicages relacionadas ao diabetes.*>*
Além disso, H19 esta emergindo como um regulador
potencialmente importante da doenga cardiaca.** Conforme
relatado, a superexpressao de H19 melhora a disfungao
ventricular esquerda no DM, reduzindo a apoptose e a
fibrose dos cardiomiécitos.™ A decocgao de Shengjie Tongyu
protege contra lesao cardiaca diabética por meio da regulagao
positiva de H19.* Embora tenha sido relatado que a orientina
confere cardioprotegao no nivel proteico, nao foi investigado
se a orientina poderia modular a rede de ceRNA. Aqui,
confirmamos que a orientina restaurou a expressao de H19
e diminuiu a expressao de miR-103-3p in vivo e in vitro. H19
poderia se ligar ao miR-103-3p como uma esponja. O miR-
103-3p pertence a familia miR-103/107 e foi relatado como
aumentando a necrose programada dos cardiomiécitos em
lesbes isquémicas do miocardio.*®

Arq Bras Cardiol. 2025; 122(7):e20240885

Além disso, o miR-103-3p promove hipertrofia e
produgao de ROS no modelo de insuficiéncia cardiaca.*”
Os efeitos do miR-103-3p na cardiomiopatia dilatada (CMD)
sao desconhecidos. Aqui, demonstramos que o miR-103-
3p anulou os efeitos inibitérios da superexpressao de H19
na apoptose e no estresse oxidativo em células HL-1 sob
condigoes de alta glicose. Além disso, o H19 pode regular
positivamente a ALDH2, um alvo do miR-103-3p, em células
HL-1 tratadas com alta glicose. Yu et al. demonstraram
que a ALDH2 é um mediador crucial na cardioprotecao
do pos-condicionamento isquémico remoto por meio da
via dependente de PI3K/AKT.*® A ALDH2 alivia a lesao
isquémica na CMD por meio da ativagao da via PI3K/AKT."
Descobrimos que os efeitos da H19 nos niveis de proteinas
relacionadas a apoptose e a ALDH2/PI3K/AKT em condigoes
de alta glicose foram revertidos pela superexpressao de
miR-103-3p ou pela redugao de ALDH2, sugerindo que a
H19 pode ativar a via ALDH2/PI3K/AKT ao competir com
miR-103-3p. E importante ressaltar que a orientina pode
aumentar a expressio de ALDH2 em cardiomidcitos com
alta glicose. Os efeitos da orientina na apoptose e no estresse
oxidativo dos cardiomidcitos foram revertidos pelo siRNA
H19 ou por um inibidor de PI3K, demonstrando o papel
fundamental do eixo H19/miR-103-3p/ALDH2/PI3K/AKT na
acao cardioprotetora da orientina. Apesar desses achados,
diversas limitagbes merecem consideracdo. Primeiramente,
nosso modelo in vivo empregou camundongos diabéticos
induzidos por estreptozotocina alimentados com uma dieta
rica em gordura. Embora isso replique caracteristicas-chave
da CMD humana, ndo captura totalmente a complexidade
da fisiopatologia do diabetes tipo 2, incluindo a disfungao
gradual das células B. Em segundo lugar, o estudo se
concentrou no eixo H19/miR-103-3p/ALDH2/PI3K/AKT
como a principal via mecanistica; outras cascatas de
sinalizagao ou RNAs nao codificantes podem contribuir para
os efeitos cardioprotetores da orientina. Em terceiro lugar,
a seguranga e a farmacocinética a longo prazo da orientina
em modelos diabéticos permanecem inexploradas. Estudos
futuros usando modelos genéticos de diabetes, abordagens
multidmicas e avaliagoes de toxicidade cronica fortaleceriam
a traducao clinica.

Conclusao

Em conclusdo, nosso estudo demonstra que a orientina
melhora a CMD atenuando o estresse oxidativo e a apoptose
através do eixo de sinalizagdo H19/miR-103-3p/ALDH2/PI3K/
AKT. Este trabalho nao apenas revela um novo mecanismo
molecular para os efeitos cardioprotetores da orientina, como
também identifica H19 e ALDH2 como potenciais alvos
terapéuticos para a CMD. Dada a origem natural da orientina,
esses achados corroboram sua promessa translacional como
estratégia complementar contra complicagoes cardiacas
induzidas pelo diabetes.
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Figura 6 - A deplegdo de H19 ou o inibidor de PI3K revertem os efeitos da orientina em células HL-1. (A-B) Western blot mostrando
0s niveis de Bax, Bcl-2, caspase-3 clivada, ALDH2 e PI3K e AKT fosforilados em cardiomidcitos HL-1. ANOVA unidirecional. (C-E)
Niveis de ROS e MDA e atividades de SOD em células HL-1. ANOVA unidirecional. N = 3 por grupo. ***p < 0,01 vs grupo controle;
###p < 0,001 vs grupo HG; &&&p < 0,001 vs grupo HG + Orientina.
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