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RESUMO

INTRODUCAO: Em 2022, aproximadamente 2,5 bilhdes de adultos apresentavam
excesso de peso. Associadas a este quadro, diversas comorbidades surgem, entre elas o
diabetes, que esta relacionado a hiperglicemia e a resisténcia a insulina, devido a uma
falha na produgcdo de insulina ou a incapacidade de utilizd-la adequadamente.
Relacionado a isso, o estresse oxidativo tem sido associado ao diabetes mellitus tipo 2
(DM2), porém os mecanismos moleculares exatos envolvidos nesse processo ainda nao
sdo totalmente compreendidos. Portanto, contribui¢cdes sdo necessarias para um melhor
entendimento dos mecanismos moleculares que ligam o metabolismo glicémico ao
estresse oxidativo. OBJETIVO: Avaliar a participag¢do do estresse oxidativo, na presenca
de peroxido de hidrogénio, induzindo resisténcia a insulina em células HEPG2.
METODOLOGTIA: Foi realizada cultura de células HEPG2 em meio DMEM, contendo
10% de soro fetal bovino, 100 unidades/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina,
com n = 4 e duplicata técnica. Apés o tratamento com H>O» e insulina, o H>O; foi
administrado nas doses de 10, 50, 100 e 500 pmol/L com tempos de exposi¢do de 0, 2, 12
e 24 horas. A insulina foi administrada na dose de 10 mmol/L, com tempos de exposi¢cao
de 10 minutos e 24 horas, também com n = 2 e duplicata técnica. Foram avaliados o
mecanismo de resisténcia a insulina e a histologia das células, além de serem realizados
testes de ELISA. RESULTADOS E DISCUSSAO: As imagens obtidas confirmaram as
caracteristicas morfologicas tipicas das células HEPG2. No presente estudo, ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) nos niveis de TNF-a (F =
0,857; p=10,636) e IL-10 (F = 0,486; p = 0,899) entre os grupos tratados e ndo tratados.
CONCLUSAO: Neste estudo observou-se que o tratamento com H»O» ndo alterou
significativamente os niveis de citocinas analisadas. Todavia, a continuidade desse estudo
evidenciaré se o peroxido de hidrogénio esta envolvido na fisiopatologia da resisténcia a

insulina.

Palavras-chave: HEPG2, resisténcia a insulina, H2O».



ABSTRACT

INTRODUCTION: In 2022, approximately 2.5 billion adults were overweight.
Associated with this condition are various comorbidities, including diabetes, which is
related to hyperglycemia and insulin resistance due to a failure in insulin production or
an inability to use it properly. Related to this, oxidative stress has been associated with
type 2 diabetes; however, the exact molecular mechanisms involved in this process are
not yet fully understood. Therefore, contributions are needed to better understand the
molecular mechanisms that link glycemic metabolism to oxidative stress. OBJECTIVE:
To evaluate the role of oxidative stress, in the presence of hydrogen peroxide, in inducing
insulin resistance in HEPG2 cells. METHODOLOGY: HEPG2 cells were cultured in
DMEM medium containing 10% fetal bovine serum, 100 units/ml penicillin, and 100
pg/ml streptomycin, with n = 4 and technical duplicates. Following treatment with H>0»
and insulin, H,O» was administered at doses of 10, 50, 100, and 500 pmol/L with exposure
times of 0, 2, 12, and 24 hours. Insulin was administered at a dose of 10 mmol/L, with
exposure times of 10 minutes and 24 hours, also with n = 2 and technical duplicates. The
mechanism of insulin resistance and cell histology were evaluated, and ELISA tests were
conducted. RESULTS AND DISCUSSION: The images obtained confirmed the typical
morphological characteristics of HEPG2 cells. In this study, no statistically significant
differences (p < 0.05) were observed in the levels of TNF-a (F = 0.857; p = 0.636) and
IL-10 (F = 0.486; p = 0.899) between treated and untreated groups. CONCLUSION: In
this study, it was inferred that treatment with H>O> did not show significant differences
in the analyzed cytokine levels. However, it is evident that further studies are necessary

to evaluate the insulin signaling pathway.

Keywords: HEPG2, insulin resistance, H>O».
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e fisiopatologia da Obesidade

A Organizacdo Mundial de Satde aponta a epidemia de obesidade como um
complexo problema de saude publica mundial (Abarca-Gémez et al., 2017). Quando
comparados os anos de 1975 a 2016, a prevaléncia de obesidade demonstra um aumento
triplicado. Em 2022, aproximadamente 2,5 bilhdes de adultos apresentaram excesso de
peso, em que 890 milhdes eram classificados como obesos. Ademais, a OMS aponta para
preocupante incidéncia da obesidade infantil. Estudos informam que h4a mais de 37
milhdes de criangas, com idade até cinco anos, acima do peso (WHO, 2024).

No Brasil, o cenario das métricas também nao ¢ diferente. De acordo com um
importante estudo de base populacional, VIGITEL (Vigilancia de fatores de risco e
prote¢ao para doengas cronicas por inquérito telefonico), realizado em todas as capitais
do Brasil, incluindo o Distrito Federal, a populagdo brasileira esta acima do peso. Os
dados apontam que nas 27 cidades analisadas, 57,2% da populagdo estd com excesso de
peso, sendo homens (59,9%) e mulheres (55,0%). No total da populagdo, cerca de 22,4%
sdo obesos, sendo que a frequéncia dessa condi¢cdo aumenta com a idade até os 54 anos e
reduz com o aumento da escolaridade (Vigitel Brasil, 2022). A Pesquisa Nacional de
Satde (PNS/2019) registrou novos dados cujos percentuais estao ainda mais relacionados
aos adultos e mulheres, posto que 60,3% de individuos acima de 18 anos apresentam
excesso de peso, ou seja, 96 milhdes de pessoas, com prevaléncia no sexo feminino
(62,6%).

A obesidade ¢ classificada de acordo com o indice de massa corporal (IMC), ou
seja, a razao entre o peso (kg) e a altura elevada ao quadrado (em metros). O IMC ¢ um
importante fator para classificagdo de pessoas com obesidade em estudos populacionais,
devido ao seu facil modo de aplicagdo e custo. Assim, as categorias sdo classificadas
como: baixo peso (< 18,5kg/m?), peso normal (18,5 a 24,9kg/m?), sobrepeso (25,0 a
29,9kg/m?), obesidade grau 1 (30,0 a 34,9kg/m?), obesidade grau 2 (35,0 a 39,9kg/m?) e
obesidade grau 3 (> 40,0kg/m?) (WHO, 2000).

E valido ressaltar que, além do aumento de outras condi¢des de satide relacionadas
a obesidade, ha também consideraveis encargos para os recursos publicos. De acordo com
o working paper (Instituto Cordial, 2023) sobre os custos econdmicos da obesidade no

Brasil, os gastos decorrentes do diabetes, relacionados ao excesso de peso, totalizaram
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RS 1.639.854,28 para mulheres e R$ 1.400.206,16 para homens. Tais custos podem ser
divididos em trés categorias: custos diretos, associados a prevencdo e ao tratamento da
doenga; custos indiretos, ligados a redu¢do da produtividade e os aspectos intangiveis,
que estao vinculados a redugdo da qualidade de vida.

Explicar o aumento na incidéncia e prevaléncia da obesidade ndo constitui uma
tarefa simples. No entanto, defende-se que o ambiente no qual o individuo esta inserido
¢ um importante fator e colabora com algumas tomadas de decisdes em relagdo ao
consumo alimentar e a pratica de atividade fisica. Este processo também esta relacionado
a transicao nutricional, consequentemente, auxilia para que ocorra o desenvolvimento de
doengas cronicas (Mendes et al., 2022).

Outro aspecto importante ligado ao ambiente ¢ o sistema alimentar global, que
vive uma crescente demanda por alimentos ultraprocessados. Em geral, sdo alimentos
ricos em calorias, gordura e agucar, e carecem de densidade nutricional. Como resultado,
alimentos frescos e naturais como frutas e vegetais muitas vezes tornam-se mais caros,
perdendo espaco na mesa do consumidor (Westbury et al., 2023).

Dado que a obesidade ¢ uma doenca de etiologia multifatorial, ela ¢ descrita por
uma expansao patologica do tecido adiposo localizado ou generalizado, provocado por
desequilibrio nutricional, associado ou ndo a disturbios genéticos, ou enddcrino-
metabolicos (Ruze et al., 2023). Devido ao desequilibrio nutricional, ha hiperplasia e
hipertrofia em varias partes do corpo, que estdo associadas a uma inflamagao de baixo

grau (Figura 1) (Kawai; Autieri; Scalia, 2021).
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Figura 1. Expansao saudavel do tecido adiposo (A) e expansao patoldgica (B).
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Fonte: Extraido e traduzido de Kusminski, Bickel e Scherer (2016).

A representacdo da expansdo do tecido adiposo apresenta-se anormal. Nesse
contexto, o tecido adiposo sofre uma transformagao disfuncional, pois evidencia um nivel
mais elevado de hipoxia e fibrose, como discutido por Kawai, Autieri e Scalia (2021).
Essa condi¢ao ¢ marcada por um estado inflamatério acentuado, com aumento nas células
do tipo M1 e células NK, enquanto a vascularizacao ¢ reduzida. Isso se diferencia do
tecido adiposo saudével, no qual h4d maior formacao de vasos sanguineos e aumento das
células do tipo Treg e M2 (Figura 1). Essa disfuncionalidade culmina na instalacdo de
resisténcia a insulina (Kawai; Autieri; Scalia, 2021).

Nesse contexto, a deposi¢ao de tecido adiposo visceral intra-abdominal ¢ um dos
principais contribuintes para o desenvolvimento do processo de resisténcia a insulina e
de varias doencas cronicas degenerativas, como doengas cardiovasculares (hipertensao,
infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral), doengas musculoesqueléticas
(osteoartrite), doenca de Alzheimer, depressdo, alguns tipos de cancer (mama, ovario,
prostata, figado, rins e cdlon) e doengas metabodlicas, como a doenca hepatica gordurosa

ndo alcodlica e diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) (Bliiher, 2019).
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1.2 Epidemiologia e fisiopatologia da Diabetes tipo 2

Diabetes tipo 2 ¢ uma doenca cronica nao transmissivel que envolve
principalmente problemas na secre¢do de insulina por meio de disfung¢des das células beta
pancreaticas e a incapacidade dos tecidos sensiveis a insulina responderem a este
hormonio, como consequéncia o processo de resisténcia a insulina e hiperglicemia

persistente (Galicia-Garcia et al. 2020).

A diabetes ¢ classificada principalmente em trés diferentes tipos, diabetes tipo 1,
que consiste em uma doeng¢a autoimune com pouca ou nenhuma produ¢do de insulina,
geralmente diagnosticada na infancia e adolescéncia; diabetes do tipo 2, em que o corpo
nao produz insulina em quantidade suficiente ou ndo produz; e diabetes gestacional, em
que ocorre o aumento dos niveis de glicose no periodo gestacional devido alteragdes
hormonais (SBD, 2024).

De acordo com a Federagdo Internacional de Diabetes, 1 em cada 10 pessoas
vivem com essa comorbidade, refletindo em 537 milhdes de adultos no planeta (IDF,
2024). Cerca de 90% dos pacientes com diabetes possuem Diabetes do tipo 2, a qual esta
diretamente relacionada ao estilo de vida (Ruze et al., 2003; IDF, 2024). No Brasil, cerca
de 20 milhdes de pessoas vivem com diabetes, de acordo com IBGE (SBD, 2024).

Diabesidade foi o termo criado em 1970 e ¢ comumente empregado para designar
a obesidade associada ao diabetes, considerada um grave problema de satde mundial
(Sobrevia; Desoye, 2019). Isso evoluiu para uma epidemia, que tem estreita relagdo com
a resisténcia a insulina e a disfun¢do da célula beta pancreaticas, ocasionando redugdo da
sensibilidade a insulina. Além disso, a obesidade associada ao diabetes do tipo 2 reflete
em problemas na sinaliza¢do de insulina e demonstra a importancia de avaliar questoes
moleculares para que haja melhor compreensdo dos mecanismos, o que permitira futuras

aplicacdes clinicas.

1.3 Sinalizagdo ¢ resisténcia a insulina

A deposi¢ao de tecido adiposo visceral intra-abdominal ¢ um dos principais
contribuintes para o desenvolvimento de varias doengas cronicas degenerativas,
destacando-se o DM2. O mecanismo melhor aceito para explicar a alta relacdo entre
obesidade e 0o DM2, ¢ a inflamagdo cronica de baixo grau. O aumento de citocinas leva

ao quadro de inflamagao cronica, que resulta no desenvolvimento de resisténcia a insulina
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(Kintscher et al., 2008; Itoh et al., 2011; Tateya et al., 2013). A resisténcia a insulina ¢
descrita como o principal elo entre a obesidade e o DM2. Trata-se de uma condi¢do na
qual o tecido periférico alvo tem uma resposta subnormal aos niveis de insulina,
resultando em menor captacdo da glicose e reducao de outros efeitos fisiologicos da
insulina. Dessa forma, individuos obesos desenvolvem inflamagao cronica de baixo grau
que causa resisténcia a insulina e progride para DM2 (Lois et al., 2010).

Para melhor compreensdo da resisténcia a insulina ¢ necessario compreender
como ocorre a transducao do sinal insulinico. A acdo da insulina comeca com sua ligagcao
a um receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade
quinase, composta por duas subunidades alfa e duas subunidades beta, denominado
receptor de insulina (IR) (Saltiel; Kahn, 2001). A ativag@o do IR resulta em fosforilagao
em tirosina de diversos substratos, incluindo substrato do receptor de insulina 1 (IRS1) e
2 (IRS2). A fosforilagdo das proteinas IRSs cria sitios de ligacdo para outra proteina
citosolica, denominada fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), promovendo sua ativagdo. A
ativacdo da PI3K aumenta a fosforilagdo em serina da proteina quinase B (Akt). As
proteinas Akt tem a funcao de fosforilar varios alvos, entre eles o substrato da Akt 160
(AS160). A fosforilagdo de AS160 inibe a sua atividade GTPase e, consequentemente,
mantém a proteina Rab ligada ao GTP (maiores niveis de Rab ativa). Por fim, a proteina
Rab ativa a translocagdo do transportador de glicose 4 (GLUT4) para a membrana
citoplasmadtica, resultando na acdo fisioldgica da insulina, de captar glicose (Datta;

Brunet; Greenberg, 1999, Miinea et al., 2005).

Figura 2. Via de Sinalizacdo da insulina.

v INSULINA

~

Acdes metabolicas Agdes de crescimento
EI2H L Sintese de DNA e
Q gliconeogénese RNA e proliferagéo
AKT e glicogendlise. celular

Fonte: Elaborada pela autora com base nas informagdes de Fujii et al. (2021)
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Por outro lado, a via de sinalizagao da insulina pode ser regulada negativamente
através da proteina tirosina fosfatase (PTB1B), da fosfatase homologa a tensina (PTEN)),
entre outras. A proteina PTP1B pode desfosforilar os residuos de fosfotirosina das
subunidades B do receptor de insulina, assim como das proteinas IRS. Por sua vez, a
PTEN regula negativamente os niveis intracelulares de fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato
(Di Meo; lossa; Venditti, 2017). Outra molécula que pode comprometer a transdugao do
sinal insulinico € a c-jun N-terminal quinase (JNK). Essa molécula, por ser uma serina
quinase, pode induzir a fosforilacdo do receptor de insulina ou de seus substratos em
residuos de serina.

A proteina JNK ¢ ativada pelo fator de necrose tumoral a (TNFa), que se liga ao
receptor TNFR1 e, além de ativar JNK, ativa outra proteina inflamatdria quinase indutora
do kappa B (IKK), que também ¢ ativada por lipopolissacarideos (LPS) e acidos graxos
livres (AGL) através da ligagdo ao receptor Toll Like 4 (TLR4). Essas vias fosforilam e
ativam IKK, que promove a dissociagdo do NFkB da quinase inibidora do fator kappa
(IxB). Entdo, o IkB ¢ ubiquitinado via proteossoma e o NFkB induz a transcri¢ao de varios
mediadores inflamatorios, que poderdo atuar sinergisticamente na inibi¢ao da via de
sinalizagdo da insulina. O IKK também ¢ uma enzima serina quinase que pode fosforilar
o IR e seus substratos em residuos de serina, de maneira semelhante a JNK (Mdhlig et

al., 2006).

1.4 Obesidade, Inflamagao e resisténcia a insulina

Evidéncias cientificas relatam que o excesso de tecido adiposo € o consumo
elevado de gorduras s3o capazes de aumentar proteinas com agdes inflamatoérias, sendo
esse mecanismo indutor de resisténcia a insulina o mais aceito. O tamanho dos adip6citos
aumenta com o ganho de peso, elevando a morte de adipdcitos devido a um suprimento
inadequado de oxigénio diante da expansdo do tecido adiposo (Suganami; Nishida;
Ogawa, 2005; Arner et al., 2010).

Os adipocitos aumentados e os tecidos adiposos liberam acidos graxos livres
(AGL), espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pro-inflamatoérias. Os acidos
graxos ativam a sinaliza¢do de NF-xB e P38 MAPK através das vias a jusante mediadas
por MyD88 e TRIF apos a ativagdo da expressdo de TLR4 (receptor Toll-like 4) em
adipdcitos e macrofagos residentes. Isso aumenta o estresse de reticulo endoplamatico

(ER) e produzem ROS, promovendo a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias (Li et al.,
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2020). Varios tipos de adipocinas pro-inflamatdrias sao secretadas pelos tecidos adiposos
obesos, como proteina quimiotatica de monocitos-1 (MCP-1), fator de necrose tumoral o
(TNF-a), interleucina tipo 1 beta (IL-1p) e interleucina tipo 6 (IL-6) (Kamei et al., 2006;
Weisberg et al., 2006; Neels et al., 2006).

Uma vez que os monodcitos se unem aos tecidos adiposos no local da inflamacao,
eles se diferenciam em macrofagos (Suganami; Nishida; Ogawa, 2005; Scott et al., 2008).
Os fenotipos dos macréfagos residentes do tecido adiposo obeso polarizam de um M2
anti-inflamatério para um fenotipo pré-inflamatério M1 (Lumeng et al., 2007).
Macrofagos M1 pro-inflamatoérios residentes liberam citocinas, incluindo MCP1, IL-1B e
IL6, que podem recrutar mais mondcitos, dependendo do tamanho e das condigdes dos
adipocitos (Neels et al., 2006; Nagareddy et al., 2014; Deshmane et al., 2009; Atri et al.,
2018). Assim, macrofagos e adipdcitos interagem de forma paracrina.

Os macrofagos que cercam as células derivadas de adipocitos mortas formam uma
estrutura semelhante a uma coroa para eliminar os adipdcitos mortos. Dessa forma, os
lipidios dos adip6citos mortos sdo absorvidos pelos macréfagos, que desregulam a
atividade dos macrofagos. A prevaléncia de coroa esta altamente interligada com o
distarbio metabolico e a inflamacao (Cinti et al., 2005; Aouadi et al., 2013; Kratz et al.,
2014). Eventualmente, tecidos adiposos disfuncionais na supernutri¢do cronica e na
obesidade, pode induzir AGLs, ROS e pro-inflamagdo no ambiente sistémico,
provocando a etapa inicial da inflamagdo sistémica de baixo grau e consequente

resisténcia a insulina.

O aumento do TNF-a sistémico na obesidade promove a atividade das proteinas
IKK, p38 MAPK, JNK e PKC. Essas proteinas tém como alvo direto os residuos de serina
da proteina substrato do receptor de insulina (IRS) e prejudicam a fosforilagao da tirosina,
levando a resisténcia a insulina nos tecidos adiposos, musculos e figado (Nieto-Vasquez
et al., 2008; Qing et al., 2018). O TNF-a também promove o PTP1B, que prejudica a
sinalizagdo da insulina pela desfosforilacao dos residuos de fosfotirosina no receptor de
insulina e na proteina IRS (Nieto-Vasquez et al., 2008), conforme ja relatado. O aumento
da IL-6 pode induzir as vias de sinalizagdo JAK-STAT e aumentar a expressdo das
proteinas SOCSI1 (supressor da sinalizag¢do da citocina 1) e SOCS3, que podem regular
negativamente a funcao do receptor de insulina, bloqueando sua interacdo com as
proteinas IRS ou modificando a atividade da quinase (Senn et al., 2003; Taniguchi et al.,

20006; Ueki et al., 2004; Emanuelli et al., 2001). A IL-6 também pode induzir a expressao
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do gene TLR-4 através da ativacdo de STAT3; e juntamente com IL-1p aumentam
STAT3 e NF-kB nos hepatocitos, causando inflamagao (Chen et al., 2015; Young et al.,
2008).

Figura 3. Via de Sinaliza¢ao da insulina, inflamagao e estresse oxidativo

Fonte: Adaptado de de Souza (2019); Hurrle ¢ Hsu, (2017).

1.5 Obesidade, estresse oxidativo e resisténcia a insulina

O armazenamento do excesso de gordura gera lipotoxicidade, que produz
diferentes espécies reativas de oxigénio (ERO) letais, como superdxido (O2¢), peroxido
de hidrogénio (H203), radical hidroxila (OHe) e NO. A obesidade aumenta a produgado de
ERO e induz a peroxidagdo lipidica em adipdcitos, figado e musculos esqueléticos de
humanos (Russell et al., 2003; Seki et al., 2002; Basu et al., 2000). Alguns mecanismos
tém sido sugeridos para explicar o processo de resisténcia a insulina relacionada com o

estresse oxidativo.
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Figura 4. Formagao de espécies reativas de oxigénio
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Fonte: Adaptado de (Adaptado de Pieri (2017) ; Castello et al., (2010)

Um deles ¢ que as NADPH oxidases (NOX) presentes na membrana plasmatica
podem potencialmente gerar excesso de ERO. Existem vdrias isoformas de NOX, como
NOX1, NOX2, NOX3 e NOX4. Os NOX mantém um corpo saudavel defendendo o
ataque microbiano; NOX gera radicais superoxido em fagossomas que ajudam a destruir
organismos microbianos (Slauch, 2011). Em adipdcitos saudaveis, o NOX4 estimulado
pela insulina medeia a produ¢do de H-O-, que promove a sinalizagdo da insulina através
da inibi¢do da PTP1B e impulsiona a diferenciacao dos adipocitos (Mahadev et al., 2004;
Schroder et al., 2009). No entanto, a formagado excessiva de superoxido pelo NOX gera
excesso de ERO, que inativa importantes enzimas metabolicas, degrada moléculas
celulares e inicia a peroxidacao lipidica na obesidade (DeVallance et al., 2019).

Altos niveis de glicose ¢ AGL aumentam a geragao intracelular de ERO a partir
de NOX4, e a inibicao de NOX4 reduz a producdo de ERO e a expressao de MCP-1 em
adipdcitos diferenciados (Han et al., 2012; Furukawa et al., 2004). Foi demonstrado que
a deficiéncia especifica de NOX4 nos adipdcitos atrasa o inicio da inflamag¢ao adiposa e
da resisténcia a insulina (Den Hartigh et al., 2017). A super expressdao de NOX4 em
excesso de nutri¢ao reverteu significativamente a inibicdo de PTP1B, contribuindo para
a resisténcia a insulina nos adip6citos (Mahadev et al., 2004). Em contraste, a expressao
e ativa¢ao de enzimas antioxidantes como catalase, SOD1 ¢ GPX diminuiram nos tecidos
adiposos de individuos obesos (Matsuda; Shimomura, 2013).

Curiosamente, um estudo afirmou que em ratos obesos, 0o mRNA a expressao das

subunidades NOX s6 aumenta nos tecidos adiposos, ndo no figado ou nos musculos, e
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prejudica o sistema de defesa antioxidante (Furukawa et al., 2004). DeVallance et al.
(2019) mencionaram que a hiperglicemia e a hiperlipidemia aumentam a produgdo de
ERO através do NOX na obesidade, contribuindo para a resisténcia a insulina do muasculo
esquelético, reduzindo potencialmente a Akt. O acimulo lipidico e o excesso de lipidios
que promovem ERO através das disfungdes do NOX e das mitocondrias nos tecidos
adiposos obesos podem ser o estimulo a disfungdo metabdlica, além da secregdo de
proteinas pro-inflamatorias.

O excesso de ROS causa estresse oxidativo ¢ ativa varios fatores de transcrigao,
incluindo NF-kB, que eleva as citocinas pro-inflamatérias sistémicas, promovendo um
ambiente resistente a insulina (Mufloz; Costa, 2013). As ERO desregulam multiplos
mecanismos bioquimicos, como fosforilagdo oxidativa, gera¢ao de superdxido a partir de
NOX, auto-oxidacao de gliceraldeido, inflamag¢ao cronica, ativagdo de PKC e
hiperleptinemia (Manna; Jain, 2015).

De forma diferente, NF-Kb ¢ o NRF2 - que também ¢ fator de transcrigdo,
apresenta uma atividade antioxidante e tem importante papel na regulagdo de glutationa
(GSH), NADPH quinona oxidoredutase 1 ¢ UDP licosiltransferase. Este fator tem papel
em doencas cronicas hepaticas e no metabolismo da glicose, por induzir a ativacao de
enzimas e a desintoxicagdo de fase 2. O excesso de espécies reativas de oxigénio pode
estimular a fosforilagdo de IRS e inibir PI3K/Akt, uma importante via de sinalizacdo que
favorece a absorcdo de glicose (Zhang et al., 2022). Segundo o artigo de Cheng e
colaboradores (2017), a glutationa peroxidase atua como uma enzima antioxidante
essencial. O figado, sendo o principal 6rgao produtor de glutationa peroxidase, reduz os
danos causados pela produgdo de H>O». Assim, o fator de transcricdo pode atuar na via
de sinalizagado da insulina.

As ERO ativam potenciais cascatas de serina/treonina quinase, que interagem com
diversos alvos nas vias de sinaliza¢cdo da insulina. Um dos alvos mais importantes das
ERO ¢ o receptor de insulina e a familia de proteinas IRS. As ERO ativam serina quinases,
resultando em hiperfosforilacdo de serina/treonina, que inibe a fosforilagao da tirosina de
IRS-1 e IRS-2 e diminui a atividade catalitica da proteina AS160. Elas também ativam a
cascata de serina/treonina das quinases IKKf, JNK e P38 MAPK. O IKK também ¢ um
importante mediador da pré-inflamag¢dao na via do NF-kB (Qatanani; Lazar, 2007),
levando a resisténcia a insulina.

O estresse oxidativo e a inflamagao subclinica sdo problemas fundamentais em

doengas metabolicas, como o DM2. A principal questdo € o envolvimento desses dois



19

fatores na instalacao da resisténcia a insulina. As ERO causam resisténcia a insulina em
tecidos periféricos e/ou podem induzir a inflamag¢do subclinica (e vice-versa). Tanto a
inflamacao subclinica quanto o estresse oxidativo sdo positivamente correlacionados com
a adiposidade do individuo e com a instalagdo de resisténcia a insulina. No entanto, os
dados da literatura sdao inconclusivos e at¢ mesmo contraditorios. Certificar que o EO
realmente ¢ um mecanismo fisiopatologico da resisténcia insulina ¢ de grande valia

cientifica e de satide publica, pois abre novas perspectivas de intervencao/tratamentos.

. 1.6 Células HEPG?2 como modelo in vitro

O figado tem importante papel no metabolismo da glicose com acdo nas vias
metabolicas como glicdlise, glicogénese e gliconeogénese, relacionando-se a resisténcia
a insulina. Uma das linhagens celulares mais comumente utilizadas para estudos in vitro
para pesquisar resisténcia a insulina, sdo as células HEPG2.

A revisao de Yudhani e colaboradores (2023) apresentam dados consistentes e
atuais sobre sobre estes modelos, utilizando principalmente as células HEPG2 (figado),
3T3 (tecido adiposo) e C2C12 (musculo). As células HEPG2 sao derivadas de
hepatocarcinoma celular primario maligno, e sdo células aderentes. S3o vantajosas de
utilizar em estudos cientificos sobre metabolismo, pois apresentam baixo custo e sdo
faceis de manejar na cultura celular (Alaaeldin et al., 2021). No entanto, apesar da
similaridade com hepatocitos primarios nao cancerigenos, as células HEPG2 apresentam
desvantagem nos estudos sobre metabolismo devido a pouca expressdo enzimatica. Por
exemplo, as enzimas do citocromo p450, envolvidas no metabolismo de fase 1 do figado,
estdo ausentes ou pouco detectaveis, mas presentes em estudos sobre sinalizacdo de
insulina (Donato; Tolosa; Gémez-Lechon, 2015).

Na homeostase da glicose, a cascata de sinaliza¢ao nas células HEPG2 ocorre da
seguinte forma: a insulina entra na célula através do receptor de insulina e ativa as
moléculas IRS 1 e IRS 2, PI3-K e Akt. Quando ativada, a Akt inibe GSK-3f3 e ocorre a
sintese de glicogénio. Ademais, inibe a atividade de FOXO1 e ocorre um feedback
negativo PEPK, reduzindo a producao hepatica de glicose e aumentando a insulina, Isso
desencadeia a lipogénese de novo por meio de SREBP-1c¢, a fim de produzir triacilglicerol

(TAG) (Yudhani et al., 2023), conforme demonstrado na Figura 4.

Figura 4. Via de Sinalizagao da insulina nos hepatocitos.
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Fonte: Elaborada pela autora com base nas informagdes de (Yudhani et al., 2023).

Dessa forma, as células HEPG2 sd3o modelos in vitro comumente utilizados para
estudos sobre o processo de resisténcia a insulina, que possuem similaridade aos
hepatdcitos ndo cancerigenos e diversas vantagens de utilizagdo para o manejo e cultivo
celular. Destaca-se, principalmente, seu papel nas vias metabdlicas da glicose e na
sinalizacdo celular de insulina, sendo um modelo de facil replicagdo e custo econdmico

baixo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a participagdo do estresse oxidativo na inducdo da resisténcia a insulina

em células HEPG2.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar células HEPG2 com diferentes concentracdes de H>O> e insulina;
e Avaliar a caracteristica morfoldgica das células HEPG2;
e Avaliar a produgdo de citocinas pro-inflamatorios e anti-inflamatérios em

situacao de estresse oxidativo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento Experimental

A fim de avaliar se as espécies reativas de oxigénio impactam na instalacdo da
resisténcia a insulina foi utilizada a linhagem celular HEPG2, sabidamente estabelecida
como modelo in vitro para avaliar resisténcia a insulina.

O primeiro experimento foi realizado para avaliar o tratamento das células com
H>0: e insulina, analisando diferentes tempos de insulina e de peréxido de hidrogénio,
além disso, verificou-se a morfologia celular das células HEPG2.

Com a finalidade de avaliar se o estresse oxidativo induz a producao de citocinas
€ assim, avaliar as citocinas de carater inflamatorio e anti-inflamatorio, foram realizados

os testes de ELISA.

3.2 Células HEPG2

As células de HEPG2, derivadas de hepatocarcinoma celular primério maligno,
trata-se de células aderentes, foram gentilmente cedidas pela professora Dra. Isaclaudia
da FIOCRUZ, por intermédio do Professor Dr. Eugénio Hottz, do laboratério de
imunotrombose da UFJF.

Congeladas em nitrogénio liquido até o dia de uso, quando foram descongeladas
a temperatura ambiente, as quais para o cultivo celular foram mantidas em temperatura
de 37°C com atmosfera de 5% de CO2, com meio de cultura meio Dulbecco’s Eagle
modificado (DMEM) com 25mM de glicose, 1,0 mM de piruvato, 4,02 de mM L-alanil-
glutamina e 15% de soro fetal bovino (BSA - Sigma-Aldrich), 100 unidades/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina) (Sigma-Aldrich). O meio de cultura foi trocado
a cada dois dias até a confluéncia das células. Apos, as células foram plaqueadas em meio
contendo 15% de soro fetal bovino e depois de 24 horas foi realizada a dose e o tempo de
exposicao ao H>O» foram determinados a partir de curvas dose-resposta e tempo-
dependente partindo da metodologia descrita no estudo de Argaev-Frenkel e Rosenzweig
(2022). Os autores utilizaram diferentes concentracdes de H>O» (0, 10, 50, 100 e 500

pmol/L) para os seguintes tempos: 0, 12 horas e 24 horas.
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3.3 Caracterizacao celular

O processo de caracterizacao celular ocorreu da seguinte forma: (i) O crescimento
das células foi feito em garrafas de cultura até obter 90% de confluéncia; (ii) Foi realizada
a contagem das células com utilizagdo do corante azul de tripan na propor¢do 90
microlitros de azul de tripan e 10 microlitros de meio com células; (ii1) Desses, 100
microlitros foram retirados 10 microlitros que, por sua vez, foram adicionados na camara
de newbawer; (iv) As células foram analisadas ao microscépio invertido Olympus
CKX53 e obtidas imagens das garrafas de 75 cm? em que foram cultivadas as células
HEPG?2, a fim de confirmar as caracteristicas morfologicas nos respectivos aumentos (4x,
10x, 20x, 40x). Por fim, para o plaqueamento foram utilizadas duas placas com 24 pogos,
contendo 10° células por pogo. A partir disso, foram realizados os tratamentos com H>O

e insulina a 100 nmol (Argaev-Frenkel; Rosenzweig, 2022; Smith et al., 2023).

3.4 Grupos de Tratamento

Os grupos de tratamento foram separados da seguinte forma: (i) Grupo nao
tratado: Células HEPG2 sem tratamento; (ii) Grupo insulina: Células HEPG2 com
tratamento apenas de insulina a 100 nmol; (iii): Grupo H>O: /insulina 10 minutos: Células
HEPG?2, tratadas com H>O> por 2 horas e 10 minutos de insulina; (iv) Grupo H>O> 0
horas/insulina 24 horas: Células HEPG2 tratadas com H>O> por 0 horas e 24 horas de
insulina; (v) Grupo H>O> 12 horas/ insulina 24 horas: Células HEPG?2 tratadas com H>O>
por 12 horas e 24 horas de insulina; (vi) Grupo H20; 24 horas/ insulina 24 horas: Células

HEPG?2 tratadas com H>O» por 24 horas e 24 horas de insulina (Figura 2).
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Figura 3. Delineamento experimental.

Concentragdes de HZOQ:
10 uM/L
50 uM/L
100 uM/L
500 uM/L
Somente insulina (100 nMol)-

Tempo Tempo Tempo fosforilagdo estimulada
0 horas (10 minutos) 12 horas 24 horas e 24 hinsulina

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

3.5 Anadlise Histologica

Por meio do microscopio invertido Olympus CKX53, foram obtidas imagens das
garrafas de 75 cm?, as quais foram cultivadas as células HEPG2, a fim de confirmar a

caracteristica morfologica das células. Com imagens nos aumentos de 4x, 10x, 20x e 40x.

3.6 Elisa

As amostras das células tratadas foram congeladas a -80°C e, em seguida, a placa
foi sensibilizada para posterior incubagdo com o anticorpo. Para dosagem das citocinas
TNF-a e IL-10, foi utilizado o método enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA)
de captura (R&D system, inc., Minneapolis, USA), com os KITs da Invitrogen Brasil
LTDA. Ao final, por meio do espectrofotometro (leitor de microplaca), as placas foram
lidas nos comprimentos de onda de 450 nm para TNF-a e IL-10, seguindo as instrugdes

do fabricante.

4. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média £ erro padrdo da média de dois
experimentos (2 passagens) no tempo de 0 horas, 12 horas e 24 horas, em duplicata. Foi
aplicado o teste de Shapiro-Wilk no qual verificou-se que as variaveis em estudo
possuiam distribui¢do ndo paramétrica. Posteriormente para comparagdo nos niveis de
TNF-a e IL-10 entre os diferentes tratamentos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis com
um nivel de significancia de p < 0,05. A analise estatistica foi realizada com o software

SPSS, e os graficos foram gerados no GraphPad Prism 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao morfologica das Células HEPG2

As imagens obtidas confirmaram as caracteristicas morfoldgicas tipicas das
cé¢lulas HEPG2 (Figura 3). As células apresentaram uma morfologia semelhante a
epitelial (média 48 a 54 cromossomos por célula) e, além disso, foram aderentes a
garrafa e se mantiveram viaveis durante o tratamento. Nesta pesquisa, as células HEPG2
apresentaram de 3 a 7 ntcleos. O mesmo resultado foi encontrado no estudo de

Wilkening, Stahl e Bader (2003).

Figura 4. Microscopia das células HEPG2.

Objetiva 4x Objetiva 10x Objetiva 20x Objetiva 40x

(@) () () (a)
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

5.2 Producao de citocinas

Os niveis de TNF- a e IL-10 foram medidos nos grupos tratados e ndo tratados
com diferentes concentra¢des de H>O: e insulina. A escolha das citocinas se baseou em
dados retratados na literatura, conforme na citado na introducdo, em que ROS podem
levar a RI diretamente ou por induzir inflamacdo. Para explorar isso, optamos por dosar
citocinas inflamatorias. ROS ndo aumentou marcadores inflamatorios e pode ser que ROS

participa do processo de RI diretamente, ou seja, sem alterar citocinas, mas sem duavida
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precisamos analisar o nivel de fosforilagdo de importantes moléculas da via insulinica,
tais como IR, IRS e Akt. Isso serd performado ainda neste projeto em sua continuidade.

TNF-o ¢ uma citocina pro-inflamatdria e foi a primeira a ser descrita por estar
envolvida na fisiopatologia da diabetes, sendo um importante marcador. TNF-a ativa a
cascata de sinalizacdao de importantes vias, relacionadas ao estresse oxidativo e modifica
a transcricdo de importantes fatores, como o NFk-B. Este fator de transcri¢do quando
ativado induz a producdo de ROS e NRF2. NRF2 apresentam papel na homeostase
metabolica (Akash; Rehman; Liaqat, 2018; Li et al., 2020). A IL-10, que também foi
escolhida para ser dosada nesse estudo, possui um importante papel antioxidante, com
acdo na regulacao do metabolismo da glicose, reduzindo a produgdo de TNF-a através da
inibi¢do da transcricdo de NFxB. Assim, ¢ um importante regulador da relagdo
imunometabdlica em situacdes como o processo de resisténcia a insulina (Docherty et al.,
2022).

No presente estudo nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) nas médias dos niveis de TNF-a (F = 0,857; p = 0,636) e IL-10
(F=0,486; p =0,899) entre os grupos tratados e ndo tratados (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrao de citocinas avaliadas em cada grupo.

Citocina Variavel de Média + Desvio
agrupamento Padrao
TNF-a Grupo nao tratado 0,0028 = 0,0041
TNF-a Grupo H20: (0 0,0144 £0,0175
uM) 0
horas/insulina 10
minutos
TNF-a Grupo H202 (0 0,0141+0,0132
uM) 2
horas/insulina 10
minutos
TNF-a Grupo H202 (10 0,0039+0,0078
uM) 2

horas/insulina 10

minutos




TNF-a

Grupo H202 (100
uM) 2
horas/insulina 10

minutos

0,0008+0,0009

TNF-a

Grupo H202 (50
uM) 2
horas/insulina 10

minutos

0,0023+0,0026

TNF-a

Grupo H202 (500
uM) 2
horas/insulina 10

minutos

0,0035+0,007

TNF-a

Grupo H202 (0
uM) 0
horas/insulina 24

horas

0,018+0,0233

TNF-a

Grupo H202 (10
uM) 0
horas/insulina 24

horas

0,0015+0,0007

TNF-a

Grupo H202 (100
uM) 0
horas/insulina 24

horas

0,0005+0,0007

TNF-a

Grupo H202 (50
uM) 0
horas/insulina 24

horas

0,0058+0,0046

TNF-a

Grupo H202 (500
uM) 0
horas/insulina 24

horas

0,017+0,024
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TNF-a

Grupo H202 (10
uM) 12
horas/insulina 24

horas

0,004+0,0021

TNF-a

Grupo H202 (100
uM) 12
horas/insulina 24

horas

0,0125+0,0099

TNF-a

Grupo H202 (50
uM) 12
horas/insulina 24

horas

0,0168+0,0237

TNF-a

Grupo H202 (500
uM) 12
horas/insulina 24

horas

0,016+0,0184

TNF-a

Grupo H202 (10
uM) 24
horas/insulina 24

horas

0,002+0,0028

TNF-a

Grupo H202 (50
uM) 24
horas/insulina 24

horas

0,0185+0,0262

TNF-a

Grupo H202 (500
uM) 24
horas/insulina 24

horas

0,0285+0,0389

IL-10

Grupo nao tratado

5,016+7,0937

IL-10

Grupo H202 (0
uM) 0
horas/insulina 24

horas

5,413+7,6551
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IL-10

Grupo H202 (10
uM) 0
horas/insulina 24

horas

0,4448+0,629

IL-10

Grupo H202 (100
uM) 0
horas/insulina 24

horas

1,2985+1,8364

IL-10

Grupo H202 (50
uM) 0
horas/insulina 24

horas

1,9998+2,8281

IL-10

Grupo H202 (500
uM) 0
horas/insulina 24

horaS

1,7868+2,5268

IL-10

Grupo H202 (10
uM) 12
horas/insulina 24

horas

0,703+0,9942

IL-10

Grupo H202 (100
uM) 12
horas/insulina 24

horas

1,7858+2,5254

IL-10

Grupo H202 (50
uM) 12
horas/insulina 24

horas

0,4283+0,6056

IL-10

Grupo H202 (500
uM) 12
horas/insulina 24

horas

0,6103+0,863
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IL-10 Grupo H202 (10 1,0763+1,522
uM) 24
horas/insulina 24
horas
IL-10 Grupo H202 (100 2,1648+3,0614
uM) 24

horas/insulina 24
horas
IL-10 Grupo H202 (50 0,3968+0,5611
uM) 24

horas/insulina 24
horas
IL-10 Grupo H202 (500 0,7725+1,0925
uM) 24

horas/insulina 24

horas

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O TNF-a ¢ uma das principais citocinas pro-inflamatoria secretada pelo tecido
adiposo durante o processo obesogénico. A ativagao classica mediada por TNFa € capaz
de converter macréfagos M2 em M1, com fenotipo pro-inflamatério, por produzirem
mediadores como TNFa, IL1p, IL6, leptina e resistina (Li, Spallanzani and Mathis 2020,
Chait and den Hartigh 2020). A perpetuacao na secrecao de TNFa e IL1[ torna o processo
inflamatério cronico pois, uma vez ativadas, podem se ligar aos seus respectivos
receptores e intensificar a sinalizagdo pré-inflamatoria. Durante esse processo, multiplas
vias de sinaliza¢do, incluindo IkB quinase, NFkB e a via da c-Jun N-terminal quinase
(JNK), sao ativadas. Esse fenomeno além de ocorrer no tecido adiposo pode também estar
presente no figado gerando a resisténcia a insulina induzida por inflamacao Além de
contribuir no desenvolvimento da resisténcia a insulina, TNFa e outras citocinas podem

também atuar no aumento da producdo de ROS e do estresse oxidativo (Li et al., 2020).

A interleucina 10, ¢ uma citocina do tipo 2 e tem papel crucial inibindo ou

reduzindo processo inflamatérios. Barry e colaboradores demonstraram que IL10 pode
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atuar com fator protetor ao induzir a ativagdo da via STAT3 no diabetes tipo 2 (Barry et
al, 2016). Além disso, em outro estudo foi demonstrado que a inibi¢ao da IL10 leva ao
aumento da expressdo de citocinas inflamatdrias e piora na sinalizacdo da insulina

hepatica (Cintra, et al, 2008).

Neste estudo, o tratamento com diferentes concentragdes de H202 e insulina nao
resultou em alteracdes significativas nos niveis de TNF-a e IL-10 nas células HEPG2
como mencionado anteriormente. Esse resultado sugere que, nas condigdes experimentais
estabelecidas, o estresse oxidativo induzido ndo foi suficiente para modular a resposta
inflamatoria dessas células. Em 2020, Xu e colaboradores utilizaram células HepG2
tratadas com 750uM de H202 por 1 hora. Segundo os autores, a dosagem de 500 uM de
H202 estimula a producao de ROS, entretanto, esse estimulo ndo poderia atender um
ambiente de estresse oxidativo estavel (Xu et al.,2020). Em outro estudo, que buscou
investigar os efeitos do estresse de reticulo endoplasmatico e da autofagia no estresse
oxidativo, foi utilizado uma concentragao de 600 umol de H20O2 nas células HepG2. Nos
testes realizados nesse estudo, foi demonstrado que a viabilidade da célula foi alterada de
maneira dose e tempo dependente. Ou seja, as células tratadas com alta concentragao
(400, 800 E 1000 pmol) de H202 apresentaram piora na viabilidade em 12h de exposic¢ao,
0 que sugere que o crescimento celular ou apoptose foram afetadas pela produgao de ROS

(Wu et al, 2018).
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6 CONCLUSAO

Neste estudo observou-se que o tratamento com H>O> ndo alterou
significativamente os niveis de citocinas analisadas. Todavia, a continuidade desse estudo
evidenciaré se o peroxido de hidrogénio esta envolvido na fisiopatologia da resisténcia a

insulina.
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Abstract: Insulin resistance is the link between obesity and type 2 diabetes mellitus. The molecular
mechanism by which obese individuals develop insulin resistance has not yet been fully elucidated;
however, inconclusive and contradictory studies have shown that oxidative stress may be involved
in the process. Thus, this study aimed to evaluate the effect of reactive species on the mechanism
of insulin resistance in diet-induced obese mice. Obese insulin-resistant mice were treated with
N-acetyleysteine (NAC; 50 mg / kg per day, for 15 days) by means of oral gavage. Twenty-four hours
after the last NAC administration, the animals were euthanized and their tissues were extracted for
biochemical and molecular analyses. NAC supplementation induced improved insulin resistance
and fasting glveemia, without modifications in food intake, body weight, and adiposity. Obese
mice showed increased dichlorofluorescein (DCF) oxidation, reduced catalase (CAT) activity, and
reduced glutathione levels (GSH). However, treatment with NAC increased GSH and CAT activity
and reduced DCF oxidation. The gastrocnemius musele of obese mice showed an increase in nuclear
factor kappa B (NFxB) and protein tyrosine phosphatase (PTP1B} levels, as well as c-Jun N-terminal
kinase {INK) phosphorylation compared to the control group; however, NAC treatment reversed
these changes. Considering the molecules involved in insulin signaling, there was a reduction
in insulin receptor substrate (IRS) and protein kinase B (Akt) phosphorylation. However, NAC
administration increased IRS and Akt phosphorylation and IRS/ P13k {phosphoinositide 3-kinase)
association. The results demonstrated that oxidative stress-associated obesity could be a mechanism
involved in insulin resistance, at least in this animal model,

Keywords: insulin resistance; obesity; oxidative stress; skeletal muscle

1. Introduction

The epidemic of obesity is a major public health problem globally. Excess adiposity
is a major risk factor in the progression of various metabolic conditions, including type 2
diabetes mellitus (T2DM), dyslipidemia, nonalcoholic fatty liver disease, etc. [1]. These
pathological states are strongly associated with insulin resistance. Described as the major
link between obesity and T2DM, insulin resistance is a condition in which target peripheral
tissues, such as the skeletal muscle, liver, and adipose tissue, have a subnormal response
to the levels of circulating insulin, resulting in a decrease in the physiological effects of
this hormone and, thus, lower glucose uptake. The precise molecular mechanisms that are
involved in the pathogenesis of obesity-associated insulin resistance and its consequences
are complex. Based on the efforts over the last decades, there have been remarkable
developments in the investigation of obesityv-induced insulin resistance, especially in the
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