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RESUMO

A obesidade acarreta o aumento da incidéncia de comorbidades como o diabetes
mellitus tipo 2 (DM2). O tecido adiposo produz varios mediadores inflamatoérios
implicados na fisiopatologia da obesidade. A inflamagdo associada a obesidade é
caracterizada pela producdo anormal de mediadores inflamatérios, assim como pelo
aumento de infiltracdo de macrofagos. Acredita-se que sua presenca no tecido adiposo
contribua para o surgimento e manutencdo da resposta inflamatoria associada a
obesidade. As tiazolidinedionas (TZDs), utilizadas no tratamento do DM2, tem efeito
anti-hiperglicemiante bem estabelecido na prética clinica. No entanto, sua utilizagdo
estd associada a diversos efeitos adversos a exemplo do ganho de peso. Estudo
anterior mostrou que o (5-(5-bromo-2-methoxy-benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-
thiazolidine-2,4-dione (GQ-16), agonista do Receptor gama ativado por proliferadores
peroxissomais (PPARy), manteve os efeitos benéficos das TZDs, mas ndo induziu
ganho de peso em animais. Portanto, é possivel que os efeitos benéficos do GQ-16
possam ser ampliados na diminuicdo da viabilidade de macréfagos e assim contribuir
para o efeito anti-inflamatério de agonistas de PPARY? Para isso foi realizado o ensaio
MTT (brometo de 3(4,5dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio0) em linhagem de
macréfagos RAW 264.7 com rosiglitazona e GQ-16, em diferentes concentracdes (10-°
— 104 M) por 24 horas, com e sem o estimulo inflamatério (LPS). Foi observado que a
rosiglitazona com e sem LPS, ndo alterou a viabilidade de macréfagos em cultura. O
GQ-16, ndo afetou a viabilidade de macréfagos em nenhuma das concentracfes
estudadas, embora que com estimulo inflamatério LPS tenha diminuido a viabilidade
celular em torno de 50%, na maior concentracdo. Nossos resultados indicam que o GQ-
16 € um alvo promissor para o estudo da acéo anti-inflamatéria de agonistas de PPARYy
e sao importantes para direcionar experimentos futuros sobre a resposta anti-

inflamatoria de agonistas de PPAR.

Palavras chave: receptores ativadores por proliferadores peroxissomais y, GQ-16,

macréfagos, inflamacéo.



ABSTRACT

Obesity leads to an increase in comorbities such as diabetes mellitus (DM2). The
adipose tissue produces a variety of inflammatory mediators related to the
physiopathology of obesity. Obesity-related inflammation is characterized by abnormal
production of inflammatory mediators and by the macrophages infiltration in the tissue. It
is believed that the presence of these compounds in the adipose tissue contributes to
the appearance and maintenance of the inflammatory process related to obesity.
Thiazolidinediones (TZDs), used in the treatment of DM2, has an antihyperglycaemic
effect well established in the clinical practice. However, its use is related to a variety of
adverse effects. Previous studies showed that the use of GQ-16, a PPARy agonist,
results in the same effects of TZDs but without inducing a weight gain in animals. Would
it be possible that the effects of GQ-16 may be amplified by the decrease of
macrophage variability and so contribute to the inflammatory effect of PPARy agonists?
A MTT (brometo de 3(4,5dimetiltiazol-2il)- 2,5-difenil- tetrazolio) study was conducted in
a RAW 264.7 macrophage line with rosiglitazone and GQ-16, in three different
concentrations (10® — 10%* M), and for 24 hours, with and without an inflammatory
stimulus (LPS). Rosiglitazone, with and without LPS, did not affect the viability of
macrophages and the GQ-16 did not affect the viability of macrophages in any of the
concentrations tested. However, under inflammatory stimulus LPS, GQ-16 in the highest
concentration has decreased cellular viability by 50%. Our results indicate that GQ-16 is
a promissory target for the research of anti-inflammatory effect of PPARy agonists, and

they may be important to future experiments in this area.

Key words: peroxisome proliferator activated receptors y, GQ-16, macrophages,

inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) aponta a obesidade entre os maiores
problemas de saude publica. Estima-se que em 2025, 2,3 bilhdes de adultos estejam
com sobrepeso e outros 700 milhdes obesos. De acordo com a pesquisa de
orcamentos familiares realizada pelo IBGE em 2013, cerca de 82 milhdes de pessoas
apresentaram o IMC igual ou maior de 25, com a prevaléncia de excesso de peso maior
no sexo feminino (58,2 %) que no sexo masculino (55,6%) (ABESO, 2008-2009)

O sobrepeso e a obesidade estdo associados a maior frequéncia de
desenvolvimento de comorbidades (GUH et al., 2009). Entre as doencas associadas ao
sobrepeso e a obesidade, estdo diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial,
dislipidemia, doenca coronariana, acidente vascular cerebral isquémico e varios tipos
de cancer (TATEYA et al., 2013). As estratégias de tratamento da obesidade sdo ainda
limitadas e tem havido um grande esfor¢co, nas Ultimas décadas, no sentido de se
compreender melhor os mecanismos envolvidos na associagdo entre o excesso de
peso e estas condicBes, como forma de identificar potenciais alvos terapéuticos mais

especificos e efetivos para a doenca.

A medida da circunferéncia abdominal, feita no ponto médio entre o rebordo costal
inferior e a crista iliaca, € um dos parametros que reflete de forma indireta o contetdo
de gordura visceral, ajudando no diagnostico da obesidade. O valor da cintura
abdominal pode estar relacionado ao risco cardiometabdlico, com valor acima de 102

cm para homens e 88 cm para as mulheres (PISCHON et al., 2008).

A OMS classifica a obesidade de acordo com o indice de massa corporal (IMC)
sendo o célculo do peso corporal, em quilogramas, dividido pelo quadrado da altura, em
metros quadrados (IMC = kg/h?(m)), e também relacionando o risco de mortalidade com
a patologia. A obesidade é caracterizada quando o IMC esta acima de 30 kg/m2. A
gravidade da obesidade é definida em (WHO; ARONOFF et al., 2000; LEBOVITZ et al.,
2001):
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e Obesidade de grau I, moderado excesso de peso, quando o IMC é situado
em 30 e 34,9 kg/mz?;

e Obesidade de grau ll, obesidade leve ou moderada, com o IMC em 35 e 39,9
kg/mz;

e Obesidade de grau lll, considerado obesidade morbida, quando o IMC
ultrapassa 40 kg/m? (ABESO, 2009/2010).

Tratando-se de uma doenca multifatorial, existem causas que provocam o
surgimento desse quadro, como a susceptibilidade genética a obesidade que € somado
aos fatores ambientais onde o individuo convive. A relacdo entre o aumento da
obesidade em paises desenvolvidos e em desenvolvimento no que se refere a reducéo
de atividades fisicas, e resultando em um numero maior de sedentarios e também a
obesidade resultante de uma desnutricdo-energética-proteica, devido ao aumento do
consumo de alimentos caléricos e pouca ingestdo proteica (BRAGA et al., 2010;
CORTEZ, 1997).

1.1.1 Obesidade e inflamacao

Estudos em animais tém demonstrado que o tecido adiposo de obesos adultos
tem como caracteristica a hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos, que excedem seu
limite de difusdo do oxigénio resultando na morte celular. Isso contribui para reducao da
eficiéncia do tecido adiposo como sitio para armazenamento de lipideos. Com isso,
aumentam os acidos graxos livres circulantes, que passam a depositar-se, na forma de
triglicerideos, em sitios ectopicos. A combinacéo de hipoxia e sobrecarga lipidica nos
adipdcitos hiperplésicos e hipertréficos desencadeia recrutamento de células imunes,
tais como macréfagos, células dentriticas, neutroéfilos, linfocitos T, linfocitos B (TATEYA
et al., 2013). Estes adipdcitos infiltrados por células imunoldgicas, secretam grande
quantidade de mediadores inflamatorios promovendo um estado proé-inflamatério por
ativacdo de inibidor do fator nuclear kappa B cinase subunidade beta — fator nuclear
kappa subunidade beta (IKKB-NFK) e das vias de sinalizagcéo cinase c-Jun N-terminal
— proteina ativadora 1 (JNK-AP-1). A ativacdo da JNK leva a fosforilacédo de residuos de
serina no substrato 1 e 2 do receptor de insulina (IRS-1 e 2), moléculas cruciais nha

sinalizacdo da insulina e, consequentemente, inibe a acdo da insulina. Estes eventos



15

exacerbam o estado inflamatdrio e a resisténcia sistémica a insulina (SERRA. et al.,
2013).

1.1.2 Mudanca do fenétipo de macréfagos no tecido adiposo

Estudos recentes vém mostrando a heterogeneidade de macréfagos recrutados
para o tecido adiposo, isto €, estas células seguem no minimo dois estados de
polarizacdo diferentes: M1, macrofagos ativados classicamente (pro-inflamatorios)
induzidos por mediadores pré-inflamatorios, e M2 macréfagos ativados alternativamente
(anti-inflamatérios) (LUMENG et al., 2007B; 2008). Macréfagos sé@o células plasticas
uma vez que podem mudar de M1 para M2 e vice-versa, através de sinais especificos
(PORCHERAY et al., 2005).

Vérios trabalhos demonstram que ocorre mudanca fenotipica da polarizacao de
M2 para M1 no tecido adiposo de obesos, acelerando deste modo a inflamacdo do
tecido adiposo (LUMENG et al., 2007A; 2008; KANG et al., 2008). Entre os fatores
envolvidos nesta mudanca fenotipica estdo envolvidos o LPS, acidos graxos saturados
e ligante enddgeno para o complexo toll-like receptor 4 (TLR4) (SUGANAMI; OGAWA,
2010). No contexto da acdo da insulina, macréfagos M2 sustentem a sensibilidade a
insulina por secretar interleucina 10 (IL-10) anti-inflamatéria (CINTRA et al., 2008),
enquanto que macréfagos M1 induzem resisténcia a insulina através da secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 6
(IL-6), proteina quimiotatica para mondcitos-1 (MCP-1). O TNFa, produzido
principalmente pelos macrofagos recrutados para o tecido adiposo, inibe a sinalizacao
do receptor de insulina tornado-se um dos principais elos entre vias inflamatérias e
resisténcia insulinica, que levam ao desenvolvimento de DM2 (figura 1) (WEISBERG et
al., 2003; XU et al., 2003; TATEYA et al. 2013).
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Figura 1: Interacéo tecido adiposo e sistema imune. No tecido adiposo de individuos magros, a
maioria dos macréfagos é do fendtipo M2, que contribuem para a sensibilidade a insulina devido ao
aumento de IL-10 (A). Nos individuos obesos, a falta de exercicios e 0 consumo excessivo de alimentos
provoca a hipertrofia dos adipécitos, que induzem o aumento de MCP-1 no sangue, levando ao
recrutamento de mondcitos para este tecido. Essa infiltragdo provoca a polarizagdo de macréfagos para o
fenétipo M1, com liberacdo de TNF a, IL-6 e MCP-1, levando a resisténcia a insulina (B) (Extraido de:
TATEYA et al., 2013).

1.2 DIABETES
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a prevaléncia de diabetes entre
adultos com 18 anos ou mais foi de 9%. Em 2012, o diabetes foi a causa direta de 1,5
milh&o de mortes. Mais de 80% das mortes por diabetes ocorrem em paises de baixa e
meédia renda. Para as pessoas que vivem com diabetes, o acesso ao tratamento a

custos acessiveis, é fundamental para sua sobrevivéncia (WHO, 2015)

O diabetes mellitus estd inserido em um grupo de doencas metabdlicas
caracterizadas por um quadro de hiperglicemia, resultante de defeito na secrecédo de
insulina e/ou sua acdo. Sua manifestacdo relaciona-se com sintomas de polidria,

polidipsia, perda de peso, polifagia, visdo turva e outras complicagées que colocam a
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vida em risco (UKPDS, 1998; THE EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS 1997).

Com o aumento da pesquisa cientifica sobre os mecanismos fisiopatolégicos do
diabetes, aumentam-se os critérios de distincdo dos diferentes tipos de diabetes
(GROSS et al., 2001).

No diabetes mellitus tipo 1 (DM1) o sistema imunoldgico produz anticorpos de forma
equivocada para as ceélulas B pancreaticas. Logo, a liberacdo de insulina ndo sera
secretada ou pouco secretada para a corrente sanguinea. Como consequéncia, a
glicose sanguinea se mantém em altos niveis ao invés de ser utilizada. Essa patologia
acomete cerca de 5% a 10% do total de pessoas com a doenca, surgindo geralmente
na infancia e na adolescéncia, mas podendo ser diagnosticada em adultos também
(SBD, 2015).

O DM2 é a forma mais comum que afeta cerca de 90% a 95% dos casos
diagnosticados. E caracterizada pela reducéo da secrecéo da insulina e resisténcia a
acao da insulina. Em um contexto geral, a maioria dos pacientes com esse tipo de DM
apresenta sobrepeso ou obesidade. O DM2 surge em qualquer idade, mas o
diagnéstico mais comum é a partir dos 40 anos. Os pacientes ndo dependem de
insulina exdgena, no entanto, podem necessitar de tratamento com insulina para evitar
descontrole metabdlico SBD, 2015).

Existe outros tipos de diabetes como, por exemplo, a diabetes gestacional que é
caracterizada pelo aumento expressivo de glicose sanguinea em jejum a partir da 242
semana de gestacdo, podendo ser diagnosticada pelo teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG). Esse quadro pode trazer sérios riscos ao bebé, provocando hipoglicemia

neonatal, macrossomia fetal e dificuldades no parto (SBD, 2015).

O tipo Maturity-Onset Diabetes of the Young (MODY) é um subtipo da diabetes que
tem como caracteristica uma manifestacao precoce atingindo de 1 — 5% dos diabéticos.
Possui uma transmissao autossdmica dominante, que corresponde a um defeito na
secrecdo de insulina ligada a uma diminuicdo na atividade das células B-pancreaticas
(SPD, 2015).
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1.2.1 Tratamento

Quando o paciente recebe o diagnostico de DM2 junto com as condi¢cdes de
orientacdo e mudanca de estilo de vida como educacdo em saude, alimentacdo e
atividades fisicas, o0 médico em geral prescreve um agente antidiabético oral. Para o
uso de medicamentos orais, 0s mecanismos de resisténcia a insulina (RI), faléncia de
células beta, transtornos metabdlicos e as alteracdes vasculares que acometidas pela
DM2 séo levados em consideracdo (LERARIO et. al., 2010). Desse modo, o tratamento
tem como desafio manter os niveis glicémicos proximo da normalidade, devendo dispor

de estratégias de manutencéo ao decorrer dos anos (tabelal) (GAEDE et al., 2008).

Glicemia em jejum Glicemia pré-prandial __ Glicemia pds prandial
=AD ASD < 100 mg < 130 mg <180 mg

SBD <100 mg = 100 mg <130 mg Limite de 160 mg

Tabela 1: Meta do controle glicémico recomendado pela SBD. *ADA = American Diabetes
Association. *EASD = European Association for the Study of Diabetes. SBD: Sociedade Brasileira de
Diabetes. Diretrizes SBD 2011.4 ADA/EASD. Extraido de: SBD, 2014-2015(com adaptacdes).

O tratamento com medicamentos para DM2 deve ser iniciado quando outras
medidas ndo forem eficazes em manter os niveis de hemoglobina glicada (HbAlc)
inferiores a 7,0 mesmo em pacientes sem queixas e com boa qualidade de vida (SBEM,
2004). No entanto, para manter os niveis glicémicos estaveis, em alguns casos, ndo se
utiliza um Unico agente terapéutico, sendo indicada a combinacdo de duas ou mais
drogas antidiabéticas ou a introducédo da insulinoterapia para que se alcance melhor

adequacao no controle glicémico (figura 2) (UKPDS, 1998).
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ETAPA 4

.....>

Insulinizagao plena
opcional: Manter
sensibilizador de
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Figura 2: Terapia medicamentosa de acordo com a progressado da doenca. Exemplo de escolha da

terapia medicamentosa de acordo com a progressao da diabetes. Extraido de: SBD, 2014- 2015 (com

adaptacoes).

A escolha da terapia medicamentosa deve levar em consideragéo alguns elementos

que ajudam na escolha do medicamento como (SBD, 2015):

e O estado geral do paciente e as comorbidades presentes (complicacbes

provocadas pela diabetes);

e Valor da glicemia em jejum, pés-prandial e HbAlc;

e Peso e idade do paciente;

e Interacdo medicamentosa com outros medicamentos e suas reacdes

adversas;

e Progresso da doenca.

Os medicamentos antidiabéticos orais (ADQ’s) séo classificados de acordo com

0 mecanismo de agéo (SBD, 2015):

e Os que aumentam a secrecdo pancredtica de insulina. (sulfonilureias e

glinidas);
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e Os que retardam a absorcao de glicidios no intestino (inibidores das alfa-
glicosidades);

e Os que reduzem a producdo hepética de glicose e aumentam a sensibilidade
insulinica (biguanidas);

e Os que aumentam a absorcao periférica de glicose (glitazonas ou TZDs).

Outros hipoglicemiantes orais foram acrescentados no combate a diabetes, como
0S que atuam no sistema incretinico, e 0os que atuam na inibicdo da reabsorcdo de
glicose renal. Duas estratégias de tratamento utilizadas para melhorar o efeito
incretinico de pacientes com DM2, incluem a ativacdo do receptor de peptidio 1
semelhante ao glucagon (GLP-1) por analogos do GLP-1 e o aumento da meia-vida do
GLP-1 enddgeno por inibidores da dipeptidil peptidase 4 (DDP-4) (TASYUREK et al.,
2014). Entre agonistas do GLP-1R estdo a exenatida, liraglutida, albiglutida e
lixisenatida. A exenatida compartiiha 53% de homologia com o GLP-1 nativo e €
resistente a degradacéo pela DPP-4. Este ultimo aspecto, em conjunto com sua menor
excrecao renal, estende sua meia-vida circulante. A liraglutida € um analogo do GLP-1
humano com 97% de homologia com o GLP-1 nativo e sua meia-vida no plasma é de
13 horas, devido a ligacdo com a albumina (MADSBAD et al., 2011). A lixisenatida é um
analogo sintético da exendina-4 (peptideo encontrado na saliva do monstro Gila e com
propriedades biologicas semelhantes a do GLP-1 e com acéo prolongada. A albiglutida
corresponde a uma proteina de fusdo do GLP-1 e a albumina humana e, assim, meia-
vida longa (IEPSEN et al., 2014).

Os inibidores da DPP-4, designados também de "gliptinas", ttm como primeiro
representante a sitagliptina, disponivel para o tratamento do DM a partir de 2006. Ela
eleva em duas a trés vezes as concentracdes plasmaticas de GLP-1 e Polipeptideo
inibitério gastrico (GIP) (DEACON, 2007). Inibidores de DPP-4 que se tornaram
disponiveis subsequentemente incluem a saxagliptina, vildagliptina, alogliptina, e
linagliptina, que tém pouco ou nenhum efeito sobre o peso corporal (DEACON et al.,
2012).

A segunda classe compreende os inibidores do contratransporte sédio glicose 2

nos tubulos proximais dos rins, conhecida como inibidor SGLT2. Essa classe reduz a
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receptacdo de glicose nos rins, aumentando a glicosuria. Portanto, pode controlar a
glicemia independente da liberagéo de insulina e com menor risco de hipoglicemia e
promovendo a perda de peso (RAHMOUNE et al., 2008; ABDUL-GHANI, DE FRONZO,
2008).

Entre os diversos conhecimentos originados do estudo da relagdo entre tecido
adiposo, metabolismo energético e inflamacdo esta a identificacdo dos PPARs como
determinantes criticos de integracdo metabdlica dos diversos tecidos (EVANS et al.,
2004).

1.3 Receptor ativado por proliferadores peroxissomais (PPAR)

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPAR) sao fatores de
transcricdo que pertencem a uma superfamilia de receptores nucleares (RNs), dentre
0s membros desta familia estdo os receptores do acido retindico (RXRs), do estrogénio,

da tireoide, da vitamina D e dos glicocorticoides.

A familia PPAR é representada pelas isoformas PPARa, PPAR-B/y e PPARy, onde
cada um desempenha um papel diferente no metabolismo energético. O PPARYy regula
0 armazenamento de energia, sendo expresso majoritariamente no figado, no musculo,
coracao e 0ssos, 0 PPARB/y é expresso em todo o corpo regulando o gasto energético
(EVANS et al., 2004).

A regido amino-terminal do PPAR contém um dominio de ativacao independente
do ligante, denominado funcao de ativacao 1 (AF-1). A regido central, ou DBD, é a mais
conservada e apresenta dois segmentos estruturais conhecidos como “dedos de zinco”.
O DBD determina a ligacdo do RN a regifes especificas de DNA que contém a
sequéncia hexanucleotidica AGGTCA, denominadas elementos responsivos ao
hormonio (HRE). O dominio D, entre o DBD e o LBD, € uma regi&o menos conservada,
gue se comporta como uma dobradica e confere flexibilidade estrutural ao receptor, o
que permite que sua dimerizagdo com outro RN e ligagdo ao DNA ocorram
simultaneamente. A regido carboxi-terminal ou dominio E contém o LBD, que
reconhece ligantes hormonais e ndo hormonais especificos e determina, assim, a

especificidade da resposta aos ligantes. Essa regido € responsavel por diversas
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funcdes dos RN, a maioria delas induzida por ligantes, como a funcéo de ativacao 2
(AF-2), dimerizacéo e interagdo com cofatores da transcricao (figura 3) (SONODA et al.,
2008).

DBD LBD
N4 AB|C |D E F [C

AF-1 AF-2

Figura 3. Representagcdo do receptor ativado por proliferador peroxissomal PPARY (Extraido de:

EHARA et al., 2004).

Os PPARs se ligam aos elementos responsivos aos proliferadores de peroxissoma
(PPRES) localizados em pontos especificos da regido promotora dos genes alvos. O
receptor se liga no HRE como um heterodimero, junto com um fator proteico adicional,
0 receptor do acido retindico (RXR). Na atuacdo de agonistas, o0 PPAR sofre uma
alteracdo na sua conformacéo estrutural formando um sitio de ligacdo, que em seguida
recruta coativadores transcricionais, e consequentemente aumentando o processo de
transcricdo génica (figura 4) (BERGER, MOLLER, 2002).

PPARy tem como principal ligante endégeno a 15-deoxi-A?>14-prostaglandina-J2
(15d-PGJ2) (FORMAN et al., 1995; ROSEN; SPIEGELMAN, 2001; SZELES et al., 2007;
SZANTO; NAGY, 2008). Entre os ligantes sintéticos estdo os sensibilizadores
insulinicos tiazolidinedionas (TZDs) como a pioglitazona, rosiglitazona e troglitazona
(LEHMANN et al., 1995; HEIKKINEN et al., 2007; SZELES et al., 2007).
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Figura 4: Representacdo da regulacdo da transcricdo pelo PPARy. A regulagdo do PPARy mediada
por ligantes de PPAR originarios do exterior ou do interior da célula, formando um heterodimero com o
receptor retindide RXR. O Heterodimero RXR-PPARy liga-se a sequéncia especifica de elementos
responsivos (PPRE), que ativa o recrutamento de co-ativadores ou co-repressores. Podendo inobir a
expressédo de genes regulados por fatores de transicdo especificos pro-inflamatérios como o NF-kB,
AP-1 e STAT. Extraido de: GREEN, et al., 2011.

A ativagdo do PPARy pelas TZDs melhora a sensibilidade insulinica
principalmente no tecido adiposo, e também no musculo esquelético e figado (tabela 2).
Esse efeito ndo € completamente compreendido, mas parece ser mediado: (i) pelo
aumento da captacdo e armazenamento de acidos graxos (AG) livres pelo tecido
adiposo (OAKES et al., 2001); (ii) pela inibicdo da secrec¢do de citocinas inflamatorias
que induzem resisténcia insulinica no figado e musculo esquelético (MILES et al.,
1997); e (iii) pelo aumento da producdo de adiponectina, um produto secretorio do

adipécito com atividade sensibilizadora de insulina (COMBS et al., 2002).
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Tecido adiposo Musculo esquelético Figado
+ Captacao de glicose t+ Captacao de glicose | Gliconeogenese
+ Captacdo de acido graxo t Glicolise 1 Glicogendlise
t Lipogenese T Oxidacao da glicose 1 Captacao de glicose
1 Oxidacdo da glicose t Glicogenese t Lipogenese

Tabela 2: Reacéo geral das TZDs no organismo — Extraido de: DIABETES METAB.RES.VER.
2002;18: S10-S15 (com adaptacdes).

1.3.1 PPARYy e a inflamacéao

O PPARYy esta presente em macréfagos e sua expressao € induzida rapidamente
apos a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos (CHINETTI et al.,, 1998; VON
KNETHEN et al., 2007). PPARy possui propriedades anti-inflamatérias por modular
negativamente os fatores de transcricdo NFkB, transdutores de sinal e ativadores da
transcricao (STAT) e AP-1 (CHINETTI et al., 2000). A transrepressao do PPARy ocorre
pela sumoilacdo do receptor estimulado pelo agonista mantendo o complexo
correpressor no elemento de resposta ao NFkB de genes inflamatérios (PASCUAL et
al., 2005). Além disso, o0 PPARy pode exercer atividade anti-inflamatdria em macrofagos
por aumentar macréfagos com fenétipo M2 (BOUHLEL et al., 2007). Consistente com
esses efeitos, Hevener 2003 e colaboradores demonstraram que camundongos
knockout para PPARy especifico em macrofagos possuiam intolerancia a glicose com
resisténcia insulinica hepatica e muscular em camundongos magros tratados com dieta
normal.

A ativacdo da via inflamatodria pode aumentar o nivel de marcadores tromboticos
gque desempenham um papel fundamental para o inicio e a progressdao de lesdes
ateroscleroticas (ROSENFELD, 2013), e também o aumento do nivel de marcadores
pré-inflamatérios que € uma das principais causas da lesdo vascular na diabetes (VAN

DEN OEVER et al. 2010). O alto nivel de glicose sanguinea é capaz de elevar a
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expressdo de genes de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas em mondcitos.
Portanto, a inflamacao pode ser considerada um objeto de pesquisa para o tratamento
de pacientes com DM2.

Estudos em modelos de animais demonstram que as TZDs rosiglitazona e
pioglitazona apresentam atividades anti-inflamatorias (HALVORSEN et al. 2010).
Levando em conta os processos inflamatdrios na patogénese da resisténcia a insulina e
lesdo vascular, estes estudos propdem que a terapia com TZD pode melhorar a Rl e a
lesdo vascular pela supressao de citocinas plasmaticas. Porém, o efeito do tratamento

com TZD sobre estas moléculas ainda permanece sob pesquisa.

1.3.2 Agonistas totais do PPARy

Agonistas totais do PPARYy, rosiglitazona e pioglitazona, foram estudadas em
modelos animais e em alguns humanos sugerindo sua atuacdo ndo s6 na regulacdo
metabdlica, mas também na limitacdo das respostas dos processos inflamatérios
(IALENTI et al., 2005). Devido a alta expressdo do PPARy no tecido adiposo, a atuagao
das TZD’s mostra capacidade de reduzir marcadores inflamatérios no tecido adiposo
visceral, esteatose hepética e na aterosclerose. Além disso, resultados de pesquisas in
vitro, mostraram a capacidade dos agonistas totais do PPARYy de, pelo menos em patrte,
ativar a translocacdo nuclear de glicocorticoides independente do PPARy (IALENTI et
al., 2005).

Apesar dos efeitos positivos sobre o metabolismo, existe alguns estudos que
abordam seus efeitos adversos. Efeitos de classe, comuns a todas as TZDs, incluem
ganho ponderal por aumento da adiposidade, edema, hemodiluicdo e expansdo do
volume plasmatico (SEMPLE et al.,, 2006; RUBENSTRUNK et al., 2007), com
insuficiéncia cardiaca (IC) em até 15% dos pacientes (MUDALIAR et al., 2003). Outros
efeitos adversos possiveis da utilizacdo das TZDs para o tratamento de doencas
cronicas ndo sdo conhecidos, e recentemente esses farmacos foram associados a
aumento do risco de eventos cardiovasculares e perda de massa 0ssea (DA SILVA;
LAZARETTI, 2010).
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De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2010
houve cancelamento dos registros dos medicamentos com o principio ativo
rosiglitazona, que tinham indicacdo no controle glicémico em pacientes com DM2. O
cancelamento foi com base em estudos que relacionavam ao aumento de 5 vezes de
toxicidade cardiovascular comparado a pioglitazona, decidindo por tanto cancelar o seu
registro no Brasil. (ANVISA, 2010).

A troglitazona foi retirada do mercado a partir dos anos 2000, por provocar
efeitos hepatotdxicos nos pacientes (NISSEN, WOLSKI, 2007; KAUL, BOLGER, 2010).

O Muraglitazar, que atua tanto no PPARa e PPARY, teve seu registro cancelado
pela FDA devido ao aumento dos riscos de efeitos adversos cardiovasculares, apés a
confirmacgédo desse efeito adverso, o desenvolvimento do medicamento foi interrompido
pelo fabricante (NISSEN et al., 2005).

1.3.3 Agonistas parciais do PPARYy

Uma estratégia para reduzir os efeitos adversos associados a ampla ativagcédo
do PPARy é o desenvolvimento de ligantes capazes de regular diferentemente os
efeitos benéficos do receptor sobre a homeostase energética e os efeitos relacionados
aos efeitos adversos, ou seja, ligantes que mantém atividade sensibilizadora de
insulina, porém sem os efeitos adversos observados com a utilizacdo de agonistas
completos do receptor (RUBENSTRUNK et al., 2007). Estudos recentes contribuiram
para compreender melhor o mecanismo de acdo de agonistas parciais (CHOI et al.,
2010; AMATO et al., 2012). Zapata-Sudo e colaboradores descreveu o 3’-[(E)-[2-[(6-
metil-1,3-benzodioxol-5-yl)sulfonil] hidrazinildieno] metil]-acido-benzéico ou LASSBio-
1471, como um agente que possui afinidade pelo PPARY. A aplicacéo de 20 mg durante
7 dias, em ratos wistar, foi capaz de melhorar a tolerancia a glicose, reduziu os niveis
de glicose sanguinea, analgesia neuropatica em modelos in vivo de diabetes induzida
por estreptozocina, sugerindo um novo agente hipoglicémico para alivio da dor
neuropatica. (ZAPATA-SUDO, 2012).

Outras pesquisas com agonistas parciais do PPARy como 3-terc-butoxicarbonil

metil-5-[4-[2-[N-metil-N-(2-piridil)Jamino] etoxi] benzil ] tiazolidina-2, 4-diona ou
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CMHX008 em cultura de células 3T3-L1 demonstrou uma menor capacidade
adipogénica comparado a rosiglitazona, diminuiu o teor de gordura em modelos in vivo,
a resisténcia a insulina induzida por dieta especifica em ratos (YUE MING., XIANGNAN
HU., YING SONG et al. 2014). Além da menor atividade adipogénica, o CMX008
apresentou atividade na reducdo da transcricdo de genes inflamatérios. Os animais
foram submetidos a uma dieta especifica durante 16 semanas e tratados com 3 mg/kg a
10mg/kg de CMXO008 e rosiglitazona 3 mg/kg. A partir da quantificacdo de TFN-a, IL-6 e
IL-10, nas células sanguineas dos ratos, houve uma reducao significativa das citocinas
pré-inflamatérias, indicando uma associacdo da atividade antidiabética e anti-
inflamatoria (MING et al. 2014).

A busca por moduladores seletivos do PPARYy levou ao desenvolvimento de
varios compostos sintéticos benzilideno e acridinilideno-tiazolidinedionas ligantes de
PPAR (INCT para Inovacdo Farmacéutica). Estudos realizados no Laboratério de
Farmacologia Molecular mostraram a atividade agonista do GQ-16 (figura 5)
(benzilideno-tiazolidinediona) em PPARy de pré-mondcitos humanos U-937. Esse
composto, diferentemente das TZDs classicas, apresentou atividade agonista parcial
em PPARY, competiu pela ligagédo ao LBD (ligand-binding domain) do PPARYy, e induziu
a interacdo entre o PPARY e o coativador SRC-1 (steroid receptor coactivator-1). Ainda,
a interagcdo do GQ-16 com o PPARy produziu uma modificagdo conformacional do
receptor de forma diferente da rosiglitazona (AMATO et al., 2012).

O GQ-16 também apresentou potencial efeito adipogénico em cultura de células,
ao aumentar a expressdo da proteina ligadora de AG (FABAP) adipocitaria, um
marcador especifico de adipdcitos diferenciados. No entanto esse efeito foi inferior ao
observado com o tratamento da rosiglitazona. Estudos in vivo evidenciaram também
melhora da tolerancia a glicose e da sensibilidade insulinica em modelo murino de
obesidade, resisténcia insulinica (AMATO et al., 2012). Esse novo composto sintético,
QG-16, mostrou resultados promissores nos estudos realizados até 0 momento. Suas
caracteristicas de agonismo parcial/modulador seletivo e especifico do PPARy, menor
poder adipogénico que a rosiglitazona e seus efeitos in vivo sugerem seu potencial
terapéutico nas doencas metabdlicas relacionadas a obesidade, DM2 e inflamacao

cronica.
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Contudo, algumas questfes ainda necessitam melhor esclarecimento. Qual o
mecanismo pelo qual o GQ-16 melhora a sensibilidade a insulina sem promover alguns
dos efeitos colaterais como ganho de peso? Sera que os efeitos benéficos do GQ-16 se
estenderiam também aos efeitos anti-inflamatorios dos agonistas totais de PPARy? O
GQ-16 poderia alterar a viabilidade ou polarizacdo de macrofagos que sao recrutados

para o tecido adiposo e desse modo regular a resisténcia a insulina?

Br 0O
s
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/O O

GQ-16

Figura 5. Estrutura molecular do GQ-16. Extraido de: AMATO et. Al., 2012
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2. JUSTIFICATIVA

Ha um crescimento significativo da obesidade e doencas a ela associadas, como
DM2, no mundo. A obesidade esta relacionada a um estado de inflamacao crénica
subclinica, com recrutamento de macrofagos para o tecido adiposo, o que contribui
para o desenvolvimento da resisténcia a insulina. O PPARy apresenta um alvo
promissor para o desenvolvimento de farmacos que apresentam os efeitos benéficos
das TZDs classicas na glicemia e diminuicdo da inflamag&o, mas sem apresentar 0s
efeitos colaterais advindos do seu uso, como ganho de peso, edema, hemodiluicéo,
faléncia cardiaca e retencédo hidrica.

Ensaios in vivo mostraram que o GQ-16, agonista parcial de PPARY, possui os
efeitos benéficos das TZDs classicas, mas sem o0s seus efeitos adversos. Partindo
desse ponto, ainda ndo foi estudado se esse agonista parcial de PPARy tem algum
efeito anti-inflamatério, assim como os agonistas totais. Ao modular a quantidade e/ou
polarizacdo de macréfagos recrutados para o tecido adiposo se esta contribuindo para

melhorar a resisténcia insulinica e desse modo diminuir da glicemia.



30

3. OBJETIVOS

e Objetivo geral

Avaliar o efeito de agonistas do PPARYy sobre a viabilidade de macrofagos em
cultura.
e Objetivos especificos

Investigar o efeito de varias concentracdes do agonista total do PPARYy,
rosiglitazona, sobre a viabilidade de macréfagos em cultura com e sem estimulo
inflamatério;

Estudar o efeito de véarias concentracdes do agonista parcial do PPARy, GQ-16,

sobre a viabilidade de macrofagos em cultura com e sem estimulo inflamatério.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Células

Neste estudo foi utilizada a cultura imortalizada de macréfagos murinos RAW
264.7 (ATCC® TIB71™), Estas células foram isoladas de camundongos BALBI/c,
adultos, machos, e sua cultura foi estabelecida a partir de tumor ascitico induzido pelo
virus da leucemia murina. Estas células também expressam o PPARYy (JIANG C, TING
AT, SEED B, 1998).

4.2 Cultivo Celular

A linhagem celular foi mantida em meio DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina e estreptomicina. A cultura foi mantida a 37 C com
5% de CO2.. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. Ao atingirem uma confluéncia
de 70-80%, as células foram plaqueadas em uma placa de 96 pocos. Inicialmente foi
feito um experimento com 5x10% ou 10x10* e 30x10* células por pogo para verificar qual
a quantidade ideal para a cultura de células RAW 264.7. ApOs o experimento teste,

ficou acordado de que nos experimentos posteriores fossem utilizadas 30x10* células

por poco.

4.3 Tratamentos

ApoOs 24 horas do plaqueamento na placa de 96 pocos, as células foram
tratadas com DMSO 0,01% (controle), agonista total do PPARYy, (rosiglitazona 10°M,
10°M e 10*M) ou agonista parcial do PPARy (GQ-16 10°M, 10°M e 10“M) em meio
sem SFB por 24 horas. Em outros experimentos, para verificar se o estimulo
inflamatoério poderia alterar o efeito de agonistas de PPARy sobre a viabilidade de
macréfagos em cultura, foram feitos experimentos utilizando LPS 100 ng/mL junto com
o tratamento dos agonistas de PPARY, nas mesmas condi¢fes acima citadas. O GQ-16
foi cedido pelo Professor Ivan da Rocha Pitta (UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO).
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4.4. Ensaio de citotoxicidade

O MTT é um ensaio colorimétrico descrito como um método util e bastante
utilizado para medir a citotoxicidade in vitro. A quantidade de células viadveis pode ser
estimada por meio da leitura espectrofotométrica. (VAN MEERLOO et al., 2011).

Este ensaio depende do numero de células presentes, bem como da atividade
mitocondrial celular e baseia-se na reducao do sal MTT a cristais de formazan (produto
corado de azul), pela enzima mitocondrial succinato-desidrogenase, existente no
interior das células viaveis. A quantidade de formazan produzida é proporcional ao
namero de células viaveis presentes e que apresentam uma respiracao celular ativa, ou
seja, quanto maior for a absorbancia detectada no espectrofotdometro, maior a
qguantidade de células vivas. O MTT requer algumas precaucées no seu manuseio por
ser toxico, perigoso e sensivel a luz (VAN MEERLOO et al., 2011; WAN et al., 1997). As
placas com os tratamentos foram submetidas ao teste enzimatico colorimétrico de MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenilltetrazdlio) (SIGMA, M5655-1G) para
avaliacdo da viabilidade celular. O MTT foi diluido na concentracdo de 5 mg/mL em
PBS (tampéao fosfato salino).

Apés 24 horas dos tratamentos, cada poco teve o0 seu contetdo liquido
aspirado e entdo adicionado 72 yL de meio e 8 uyL de MTT e as células foram
incubadas por 4 horas protegidas da exposicdo a iluminacdo em estufa a 37°C. Em
seguida foram adicionados 80 uL da solugdo de alcool isopropilico (J.T. Baker cod.
9095-03) e acido cloridrico (Vertec, cod. 154) para solubilizar os cristais de formazan
formados. Esses cristais de formazan foram quantificados em espectrofotémetro (Leitor
de Placas Beckman Coulter DTX 800) no comprimento de onda 570 nm. Foram feitos
sete experimentos realizados em triplicata nos ensaios sem LPS e cinco experimentos

realizados em triplicata nos ensaios com LPS (fluxograma 1).



30 x 1083 células por poco em
DMEM com SFB

24ha37°C

Tratamento em DMEM sem SFB

DMSO 0,01%
LPS 100 ng/ml
Rosiglitazona: 104, 105 e 10 M
Rosiglitazona + LPS 100 ng/ml: 104, 105 e 10°M
GQ -16: 104, 10°e 10 M
GQ -16 + LPS 100 ng/ml: 104, 10°e 10 M

24ha3r°C

72 uyL DMEM sem soro
+

8 uL MTT

4ha 37°C

80 uL de alcool isopropilico
por pogo

Leitura do comprimento de onda
em 570 nm, o valor da absorbancia
€ proporcional ao nimero de
células.
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Fluxograma 1: Representacéo esquemética do tratamento das células RAW 264.7 com o0s agonistas de

PPARy.
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4.5 . Analise estatistica

A analise estatistica buscou comparar o desempenho dos diferentes tratamentos de
células: GQ-16 ou rosiglitazona, ajustados para diferentes concentracfes e presenca ou
nao de LPS. A normalidade das distribuicdbes dos grupos e a homogeneidade das
variancias entre os diferentes grupos comparados foram atestadas com sucesso,
respectivamente, pelo teste de Shapiro-Wilk e pelo teste de Levene (p > 0,05 em ambos
0S casos). A seguir, a comparacao foi feita com teste ANOVA 1l-via e poOs-teste de
Dunnet com o software SPSS (versdo 20.0, IBM) e os graficos foram redigidos com
GraphPrism versdo 5.0. Em todos os casos, foi considerado nivel de significancia de
5%.
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5. RESULTADOS

Para estudar o efeito de agonistas de PPARy sobre a viabilidade de macréfagos
RAW 264.7 em cultura foram realizados ensaios de MTT em diferentes concentracfes
de ligantes, e com e sem estimulo inflamatério com o LPS.

A figura 6 mostra o efeito do agonista total de PPARYy rosiglitazona (ROSI) em
diferentes concentracdes (106-10*M) por 24 horas de tratamento sobre a linhagem de
macréfagos RAW 264.7. Pode-se observar que o tratamento com a rosiglitazona néao
reduziu a viabilidade celular em nenhuma concentracdo estudada, quando comparado
ao controle (0,01% DMSO) (figura 6). O controle DMSO foi utilizado pois os ligantes de
PPARy foram inicialmente diluidos em DMSO para depois fazer as diluicdes conforme a

curva de concentracéo.
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Figura 6. Efeito da rosiglitazona sobre a viabilidade de macréfagos RAW 264.7 em cultura: As

células RAW 264.7 foram tratadas com o controle (DMSO 0,01%) ou rosiglitazona (ROSI) em diferentes

concentragdes (10 - 10M) por 24 horas. Em seguida foi realizado o ensaio de MMT (n=6).

O estimulo inflamatério com LPS também néo alterou a resposta de rosiglitazona

sobre a viabilidade celular (figura 7) quando comparado ao efeito do LPS apenas.
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Figura 7. Efeito do LPS na resposta da rosiglitazona sobre a viabilidade de macr6fagos RAW 264.7

em cultura: As células RAW 264.7 foram tratadas com LPS 100 ng/mL ou LPS 100 ng/mL junto com
ROSI (rosiglitazona) em diferentes concentragdes (106 - 10M) por 24 horas. Em seguida foi realizado o

ensaio de MMT (n=5).

O agonista parcial de PPARy, GQ-16, também n&o alterou a viabilidade de

macréfagos em cultura em nenhuma concentragédo estudada (figura 8).
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Figura 8: Efeito do GQ-16 sobre a viabilidade de macr6fagos RAW 264.7 em cultura: As células
RAW 264.7 foram tratadas com o controle (DMSO 0,01%) ou GQ-16 em diferentes concentragdes (10 -
10*M) por 24 horas. Em seguida foi realizado o ensaio de MMT (n=6).

Na presenca do estimulo inflamatério LPS, o GQ-16 diminuiu a viabilidade celular
em torno de 50 % (figura 9). Vale lembrar que as concentracdes dos agonistas de
PPARYy utilizadas nesse estudo foram as mesmas previamente utilizados em estudos

anteriores no Laboratério de Farmacologia Molecular.
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Figura 91. Efeito do LPS na resposta do GQ-16 sobre a viabilidade de macrofagos RAW 264.7 em
cultura: As células RAW 264.7 foram tratadas com LPS 100 ng/mL ou LPS 100 ng/mL junto com GQ-16
em diferentes concentracdes (10 - 10-“M) por 24 horas. Em seguida foi realizado o ensaio dew MMT
(n=5).

Quando comparado os efeitos dos agonistas de PPARy com e sem o estimulo
inflamatério LPS também ndo foram observadas alteracbes na viabilidade dos
macrofagos em cultura (figura 10).
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Figura 10. Comparacéo dos efeitos dos agonistas de PPARY sobre a viabilidade de macrofagos em

cultura com e sem LPS.

A) Comparacao do efeito da rosiglitazona sobre a viabilidade de macréfagos com e sem LPS;

B) Comparacédo do efeito do GQ-16 sobre a viabilidade de macréfagos com e sem LPS.
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6. DISCUSSAO

Os efeitos benéficos de agonistas de PPARy, como as TZDs, sobre a
sensibilidade insulinica e homeostase da glicose sdo bem documentados em modelos
de obesidade e resisténcia insulinica (EVANS et al.,, 2004). No entanto, os efeitos
benéficos dos agonistas do PPARy sdo acompanhados de uma série de efeitos
desfavoraveis como retencdo hidrica, ganho ponderal e adipogénese, entre outros
(NISSEN & WOLSKI, 2007). Esses efeitos adversos sdo associados ao agonismo total
do PPAR (CHOI et al., 2010).

Estudos recentes evidenciam que a ativacdo parcial e especifica do PPARYy
(HALL & MCDONNELL, 2007; KNOUFF & AUWERX, 2004) e sua modulagdo
diferencial em tecidos distintos (SHEARER & BILLIN, 2007) pode ser mais efetiva e
segura do que a acéo de agonistas completos e nao seletivos como as TZDs (HALL &
MCDONNELL, 2007). Desse modo, varios estudos tém sido feitos para desenvolver
agonistas parciais de PPARyque apresentem os efeitos benéficos das TZDs sem
apresentar os efeitos adversos (AMATO et al.,, 2012; MING et al., 2014; PAL et al.,
2014).

Estudos anteriores do laboratorio de Farmacologia Molecular mostraram que o
GQ-16 possui atividade agonista parcial e especifica em PPARy por meio de ensaios de
gene reporter em pro-mondécitos humanos U-937. Para investigar a base molecular da
atividade agonista do GQ-16 observada nos ensaios de transativacdo, foi avaliada a
interacdo entre o coativador SRC-1 e o PPARyinduzida pelo GQ-16, por ensaio de
interacdo proteina-proteina. O GQ-16 também foi capaz de induzir essa interacdo, em
concordancia com seu efeito agonista sobre a atividade transcricional do receptor. O
GQ-16 induziu acumulo lipidico, embora de forma menos pronunciada que a
rosiglitazona em pré-adipocitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar (AMATO, 2008).

Esse agonista parcial também demonstrou ter efeito antidiabético similar a
rosiglitazona em camundongos sem apresentar efeitos colaterais de ganho de peso e
edema. Diante disso, é importante estudar se esse agonista parcial também apresenta

outros efeitos de agonistas totais TZDs também sobre a atividade anti-inflamatoria.
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O tecido adiposo é o tecido com o maior nivel de expressdo do PPARYy, porém
estudos evidenciaram a expressdao do PPARy em mondcitos e macréfagos, no qual a
sua ativacao foi capaz de inibir a producao de varias citocinas inflamatorias (RICOTE, et
al. 1998; JIANG et al. 1998). Essa observacao levantou hipoteses de que o PPARy tem
de um papel fisiologico fundamental na modulagcdo e na magnitude das respostas

inflamatoérias mediadas por macréfagos.

As relacbes entre as quimiocinas, que desempenham um papel fundamental no
sistema imune e a infiltracdo de macrofagos, foi também objeto de estudo para tentar
esclarecer o mecanismo da resisténcia insulinica (BRUSERUD, KITTANG, 2010). Com
base no conhecimento da estrutura molecular das quimiocinas, pesquisadores
descobriram que o aumento da quantidade de MCP-1 no tecido adiposo pode
influenciar diretamente na infiltracdo de macréfagos para este tecido (KANDA et al.,
2006; KAMEI et al., 2006). E ao considerar a interrup¢cdo da MCP-1 ou sua acgao no
receptor CCR2, diminuia a migracdo de macrofagos para o tecido adiposo,
consequentemente reduzindo a inflamacédo e a resisténcia a insulina (KANDA et al.,
2006; TATEYA et al., 2010; WEISBERG et al., 2006; ITO et al., 2008).

No presente estudo, foi verificado se agonistas de PPARy poderiam ter algum efeito
sobre a viabilidade de macréfagos em cultura e assim esse ser um dos mecanismos da
atividade anti-inflamatéria dos mesmos. Nao foi observado efeito destes agonistas

sobre a viabilidade de macréfagos em cultura.

Vérios estudos evidenciaram a acao anti-inflamatéria de agonistas de PPARY. Essa
atividade foi verificada através da diminuicdo da secrecdo ou expressdo de citocinas
inflamatorias. Um estudo com o foco na inflamacdo do colén em ratos, separou por
grupos o0s animais e fizeram o0s seguintes testes. Utilizou 5-10 mg/kg/dia de
rosiglitazona e 50-200 mg/kg/dia de troglitazona, administrou acido 2,46 -
trinitrobenzenossulfonico (TNBS) para induzir colite. Apos a eutanasia, foi feita a
quantificacdo de citocinas por PCR. Foi observado, que a administracdo preventiva de
rosiglitazona ou troglitazona tem efeitos terapéuticos apdés 2 dias de aplicacdo de
TNBS. O mRNA do TNF-a do grupo tratado com rosiglitazona foi reduzido 0.58 + 0.69,
0 grupo tratado com troglitazona 0.45 + 0.74, comparado ao grupo TNBS 3.91 + 3.94.
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Os niveis de IL-13 mMRNA também foram reduzidos no grupo tratado com rosi 4 + 3,
tratados com troglitazona 4 + 4, comparado ao grupo TNBS 28.5 = 31.1. Estes
resultados demonstram que os agonistas do PPARy sdo uma possivel estratégia

terapéutica para a reducéo da inflamacé&o do célon (DESREUMAUX et al., 2001).

Como pode ser observado nos estudos descritos acima, a atividade anti-inflamatoria
de agonistas de PPAR foi evidenciada ao estudar a expressdo ou secrecao de
citocinas. No presente estudo essa atividade foi vista apenas no ambito da viabilidade
de macréfagos em cultura pois acredita-se que ao diminuir o nimero de macréfagos
também possa se estar contribuindo para o efeito anti-inflamatoério, e desse modo

diminuir a resisténcia insulinica.

Grande parte dos estudos que verificaram a acdo anti-inflamatoéria de agonistas de
PPAR usou o MTT como uma ferramenta para verificar a citotoxicidade dos compostos
estudados. No entanto, nenhum estudo havia feito tal ensaio com o estimulo
inflamatério LPS para verificar se haveria alteracdo da resposta, mimetizando desse
modo o que acontece fisiologicamente no desenvolvimento da resisténcia insulinica e,
com efeito, no DM2. No presente estudo, além de verificar a citotoxicidade dos
agonistas, se avaliou o efeito dos agonistas com o estimulo LPS, pois a altera¢do do
efeito do agonista na presenca do LPS poder-se-ia sugerir o efeito ndo-citotéxico em
macréfagos, e sim na atividade inflamatéria. Se os agonistas tivessem apresentado
efeito no tratamento com LPS poder-se-ia inferir que um dos mecanismos pelo qual
agonistas de PPARy diminuem a inflamacao, e assim a resisténcia insulinica, seria por

diminuir a viabilidade de macrofagos recrutados para o tecido adiposo.

A nédo alteracdo da viabilidade de macréfagos em cultura mostra que os agonistas
de PPARy ndo possuem efeito citotéxico nas doses estudadas. Isso ira se tornar Gtil nos
experimentos posteriores quando se tratard os macréfagos com tais agonistas para ver

a expresséo de citocinas inflamatorias e a polarizacdo de macréfagos.

Embora os tratamentos do presente estudo nao tenham dado significancia

estatistica, o GQ-16 na concentracdo de 10“*M na presenca do LPS diminui a



43

viabilidade de macréfagos em cultura em torno de 50%. Acredita-se que ao aumentar o

namero de experimentos possa dar significancia.

Outro fator a ser considerado também é o tempo de tratamento. No presente estudo
0 tempo de tratamento foi de 24 horas. Outros estudos que verificaram a atividade anti-
inflamatdria de agonistas de PPAR foram feitos em 24h e 48 h, em concentragdes na
faixa de 125 uM a 0,04 uM (XIANYONG, LIN HE, YANHUA., 2015).

N&o se pode inferir que esses agonistas de PPARy ndo tenham efeito sobre as vias
inflamatdrias. Os proximos passos seriam verificar se esses agonistas apresentam
algum efeito sobre a secrecdo de citocinas inflamatoérias, bem como a alteracdo da

polarizacédo de macrofagos de M1 para M2.

7. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

O agonista total de PPARyrosiglitazona nao apresentou efeito sobre a
viabilidade de macrofagos em cultura mesmo apés a adicdo do estimulo inflamatorio
LPS.

Os resultados do presente estudo foram importantes para demonstrar que as
concentracbes dos agonistas estudados ndo possuem efeito citotoxico sobre
macréfagos em cultura. Isso serd extremamente Util nos ensaios posteriores que
utilizardo estas concentracdes para verificar se tais agonistas apresentam efeito na
expressdo de citocinas inflamatérias, bem como alteracdo da polarizacdo de

macroéfagos.
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