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RESUMO

Feocromocitomas sé@o tumores derivados de células cromafins, localizadas na medula da
glandula adrenal, que causam hipersecreg¢édo de catecolaminas levando a uma alta taxa de
morbidade e mortalidade devido a complicacdes cardiacas na maioria dos casos. Para
tumores malignos ou reincidentes de feocromocitomas a terapia indicada € limitada, por isso
0 estudo em torno da atuacdo de novos agentes que atuem sobre o cancer € de grande
relevancia. As Tiazolidinadionas (TZDs), utilizadas no tratamento oral de diabetes mellitus
tipo 2, possuem efeitos antiproliferativos ja descritos, sabendo disso, a investigacdo sobre
os ligantes de PPARy parece ser um alvo promissor para a reducdo da proliferacdo de
células cancerigenas. O GQ-16, agonista parcial de PPARYy, possui atividade semelhante as
TZDs, portanto seria possivel que assim como as TZDs o GQ-16 também tenha efeito
antitumoral? Neste trabalho a viabilidade de células de feocromocitomas tratadas com
rosiglitazona e GQ-16 foi avaliada por trés métodos diferentes, sendo eles 0 ensaio de MTT,
ensaio de exclusdo por Azul de Tripan e ensaio por coloracdo com cristal de violeta. No
ensaio de MTT (brometo de 3(4,5dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio) somente as células
de feocromocitoma sofreram reducdo da viabilidade celular em 24 e 48 horas nas
concentragdes de 10° M e 10* M de GQ-16, mostrando que esse efeito pode ser seletivo. O
percentual de células mortas e a porcentagem de proliferacdo celular, investigadas pelos
métodos de azul de tripan e cristal de violeta, respectivamente, ndo tiveram diferenca
significativa. Nossos achados sugerem que o GQ-16 pode alterar o metabolismo celular de

células de feocromocitomas.

Palavras chave: feocromocitoma; tiazolidinadionas, GQ-16, receptores ativados por

proliferador de peroxissoma y.



ABSTRACT

Pheochromocytomas are tumours caused by chromaffin cells which are located at the
medula of the adrenal gland. The Pheochromocytomas generate the hypersecretion of
catecholamines and as consequence they are the source of high rates of morbidity and
mortality due to futher cardiac complications. When considering malignant tumour or
recurrences of pheochromocytomas, therapy is limited, therefore a research about how new
agents act over cancer is important. Based on other works, it is known that thiazolidinediones
(TZDs), originally used in the treatment of type 2 diabetes mellitus, have antiproliferative
effects. That's why an investigation of the binder of PPARy shows such promise to the
reduction of the proliferation of cancerous cells. The GQ-16, PPARY’s agonist, has similar
activity to TZDs, thus could it be possible that as TZDs, the GQ-16 could also have an
antitumor effect? This work has been a measurement of the viability of pheochromocytomas
cells treated with rosiglitazone and GQ-16 over three different methods: the first the MTT
assay, the second an trypan blue assay, and finally violet crystal staining. At the MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay, only the
pheochromocytomas cells have suffered reduction of cell viability over 24 and 48 hours at
concentrations of 10° and 10* M, consequently this effect could be selective. The rates of
dead cells and cellular proliferation reviewed by the other two methods have not brought any
significative variation. The investigation has suggested that the GQ-16 can selectively

change cellular metabolism of pheochromocytomas cells.

Key Words: pheochromocytomas, thiazolidinediones, GQ-16, receptors activated by

peroxisome proliferator y
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1. INTRODUGAO

1.1 Feocromocitomas e paragangliomas

Feocromocitomas sdo tumores raros de origem neuroenddcrina derivados de células
cromafins localizadas na medula das glandulas adrenais. Tumores de células cromafins
extra adrenais sdo chamados paraganglioma e podem estar presentes ao longo das cadeias
ganglionares desde a regido cervical até a cavidade pélvica (ANTUNES, 2014).
Feocromocitomas e paragangliomas estao extensamente relacionados a fatores hereditarios
e apresentam mutacfes em genes especificos como NEM2 (Neoplasia enddcrina mltipla
tipo 2) , NF1 (Neurofibromatose tipo 1), VHL (Gene de von Hippel-Liau), TMEM127 (Proteina
transmembranica 127), MAX (Proteina MAX) e genes codificadores das quatro
subunidades do complexo succinato-desidrogenase (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD)
(MARTUCCI; PACAK, 2014).

A prevaléncia em pacientes com hipertenséo varia entre 0,2 % e 0,6% e em criancas
hipertensivas a prevaléncia desses tipos de tumores é de 1,7% (WYSZYNSKA et al., 1992).
Esses tumores podem ser invasivos no local, mas raramente desenvolvem metastase, ou
seja, sdo em maioria tumores benignos. A malignidade desses tumores ocorre em
aproximadamente 10% dos feocromocitomas e 40% dos paragangliomas, mostrando
possuir comportamento variavel e diferente de outros tipos de cancer (PLOUIN et al., 2012;
DENORME et al., 2014).

O processo tumorigénico das células cromafins causam hipersecrecdo de uma ou
mais de uma catecolamina (dopamina, adrenalina e noradrenalina) e esse aumento tem
efeitos a nivel cardiovascular, muscular e metabdlico com alta taxa de morbidade, sendo
que raramente esses tumores sao silenciosos (ANTUNES, 2014; DAHIA, 2014; DENORME
et al., 2014; LENDERS et al., 2014). E de fundamental importancia confirmar, localizar e
tratar feocromocitomas, pois estes tumores estdo relacionados com a hipersecrecdo de
catecolaminas que, mesmo com efeitos de baixa duracdo causam elevacdo da pressao

arterial com alto risco de taquiarritmias e bradicardias, podendo evoluir para complicacdes
1



cardiovasculares maiores como infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral
(LENDERS et al., 2005, 2014; PREJBISZ et al., 2011). O efeito cronico mais associado é a
hipertensao arterial sistémica, com alta taxa de morbidade e mortalidade nestes pacientes.
(BROUWERS et al., 2006).

Um dos grandes desafios para o tratamento de feocromocitomas € o seu diagndstico,
pois seus sinais e sintomas classicos (dores de cabeca, sudorese excessiva e palpitacdes)
podem ser associados a outras condicbes e a possivel presenca do tumor nado ser
devidamente investigada (LENDERS et al., 2005). A dosagem bioguimica de catecolaminas
e seus metabdlitos € o método mais acurado para o diagnéstico de feocromocitomas e
paragangliomas, sabendo que os niveis em pacientes com tais tumores, em maioria, serao
elevados (LENDERS et al., 2002, 2005; CHEN et al., 2010). Depois de clara a evidéncia
pelo teste bioquimico, o teste de imagem é indicado para a localizacdo do tumor (LENDERS
etal., 2014).

O tratamento para o feocromocitoma envolve basicamente a remoc¢ao cirargica do
tumor, porém em tumores malignos ou reincidentes ndo é eficaz (ANTUNES, 2014).
Recentemente, terapias alvo-dirigidas como inibidores do receptor e tirosina quinase,
principalmente sunitinib, vem sendo citado no tratamento de tumores de origem
neuroenddcrina, dentre eles feocromocitomas, no entanto, os mecanismos de acdo nao

estdo totalmente esclarecidos e os efeitos s&o controversos (SAITO et al., 2012).

1.2 Tiazolidinadionas

Tiazolidinadionas sdo medicamentos utilizados no tratamento do diabetes tipos 2,
introduzidos no mercado na década de 90. A classe é representada pelos farmacos:
pioglitazona, rosiglitazona e troglitazona e promovem maior sensibilidade a insulina e
reducdo da producdo hepéatica de glicose, a inibicdo da lip6lise em adip6citos, reducao dos
niveis de &cidos graxos livres e da adiposidade visceral, resultando em melhora de
parametros glicémicos e metabdlicos nesses pacientes (AGENCY et al., 2002; KAHN et al.,

2006).



As TZDs representam atualmente 21% nos Estados Unidos e 5% na Europa das
prescricbes médicas para os portadores de diabetes tipo 2 (AGENCY et al., 2002).

Em marco de 2001 a Food and Drug Administration (FDA) retirou a troglitazona do
mercado devido a preocupagdes com sua seguranca (KRISCHE, 2000). A Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) cancelou o registro de rosiglitazona no Brasil em 2010,
indicado para o controle da diabetes tipo 2. O cancelamento aconteceu pela alta
probabilidade de ocorréncia de doencas isquémicas, tais como: infarto do miocardio,
insuficiéncia cardiaca, parada cardiaca, derrames, isquemia do miocardio e outros distirbios
cardiacos (ANVISA, 2010). Atualmente somente a pioglitazona possui registro liberado no
Brasil (ANVISA, 2010).

As TZDs Possuem como caracteristica um anel diona na sua estrutura quimica, que
confere a atividade anti-hiperglicémica e o restante da molécula difere entre as substancias

desse grupo levando a uma especifica farmacodinamica e cinética (AGENCY et al., 2002).

_ O OO
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Figura 1. Estrutura quimica das Tiazolidinadionas classicas. Adaptado de: Souza, 2012.

1.3 Mecanismo de acdo das TZDs

Essas substancias sdo agonistas totais de receptores ativados por proliferadores

BN

de peroxissoma y (PPARy) que pertencem a superfamilia de receptores nucleares, e
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regulam varios genes envolvidos no metabolismo de glicose e lipideos, transporte de acidos
graxos, diferenciacdo de adipocitos, genes envolvidos na carcinogénese e inflamacgéo
(GOUDA et al., 2010).

Existem 3 isoformas de PPARs : PPARa, PPARB e PPARYy, sendo que a isoforma
PPARy é a mais utilizada como alvo terapéutico para doencas metabdlicas, tendo uma
ampla distribuicdo dentre os tecidos, principalmente no adiposo (HAYDON et al., 2002).

Os PPARs sao receptores ligantes dependentes que regulam a expressao de um
gene-alvo pela ligagdo a especificos PPREs (elementos responsivos aos proliferadores de
peroxissoma) situados em sitios regulatérios de cada gene. Quando o PPARYy ¢é ativado por
um ligante, forma-se um heterodimero com outro receptor, 0 RXR (Receptor do acido 9-cis
retinGico). Este complexo liga-se ao PPRE, recrutando co-ativadores com atividade
acetiltransferase. A ligacdo produz mudanca na estrutura da cromatina, possibilitando a

transcricdo génica. (Figura 2) (GROMMES et al.,2004; TAVARES et al., 2007).

PPARy agonists (eg, glitazones) @

Cytoplasm

Nucleus
RXR

/Li.g;r_’nd Transcriptional

coactivators
PPARy r'\l N
0
0000 N0 AT 1
PPREl_, Glucose and insulin

homoeostasis, lipid
metabolism, differentiation

Figura 2. Mecanismo de ativacgao transcricional pelo PPARYy: Extraido de: GROMMES et. al., 2004.

As TZDs ligam-se ao PPAR ativando-o e melhorando a sensibilidade insulinica néo

s6 no tecido adiposo, mas também no musculo esquelético e figado (TAVARES et al.,

4



2007). Mesmo esse efeito de sensibilizacdo ndo sendo completamente elucidado existem
algumas hipoteses que estdo relacionadas, sendo elas: o aumento da captagdo e
armazenamento de 4cidos graxos livres pelo tecido adiposo (OAKES et al., 2001); inibicdo
da secrecdo de citocinas inflamatorias que induzem resisténcia insulinica no figado e
musculo esquelético (MILES et al., 1997) e pelo aumento da producéo de adiponectina, um
produto secretdrio do adipécito com atividade sensibilizadora de insulina (COMBS et al.,

2002).

1.4 Farmacocinética das TZDs

As TZDs sédo farmacos de administracéo via oral, de metabolismo hepatico, porém
nao induzido pelo citocromo P450 (CYP) 3A4, isso explica sua ndo interacdo
medicamentosa com outros farmacos como contraceptivos orais, por exemplo, A dose de
pioglitazona, Unico medicamento da classe ainda no mercado no Brasil, € de 15 a 45 mg,
podendo ser uma vez ao dia. Apesar de a eliminagdo ser urindria, insuficiéncias renais leves
a moderadas n#o alteram a excre¢do, ndo necessitando aumento de dose (ARAUJO;

BRITTO; PORTO DA CRUZ, 2000).

1.5 Usos clinicos das TZDs

A utilizacdo das Tiazolidinadionas para o tratamento do diabetes tipo 2 € indicada
em 3 casos, basicamente: Em monoterapia quando o paciente ndo obteve melhora com
dieta e exercicios fisicos. Pacientes tratados com esses medicamentos, que praticavam
exercicios fisicos e dieta, reduziram os niveis de HbAl-c em 1,7% e de 50 mg/dL na
glicemia em jejum (LEBOVITZ et al., 2001; HERNANDEZ HERRERA, 2008). Escolha como
terapia de segunda linha, juntamente com metformina ou a sulfoniureia, nos casos em que
as maiores doses destes ndo apresentaram melhora significativa (DIXON, 2004;

HERNANDEZ HERRERA, 2008). Combinacdo da pioglitazona com insulina, no qual se
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afirma que a utilizacao de glitazona com insulina diminui a necessidade de insulina exdgena,

devido a melhora da insulina endogena (BELL, 2003).

1.6 Efeitos adversos das TZDs

Os efeitos adversos mais comuns relacionados a essa classe de medicamentos sdo
ganho de peso, edema, anemia dilucional e hepatotoxicidade (GOMES, 2006).0 ganho de
peso é um efeito dose-depende e parece ter uma diminuicdo de 50% quando associado a
outros medicamentos antidiabéticos como a metformina (TAVARES et al., 2005). Nao é
clara ainda a causa estabelecida para formacdo de edema, porém as hipdteses provaveis
relacionam o aumento da reabsorcdo de sédio e da expressdo do fator de crescimento
endotelial (KITZMILLER JL, 2003). O hematdcrito pode chegar a 2,5%, com aparecimento
de anemia tendo quer ser retirada a utilizacdo do medicamento em menos de 1% dos
pacientes. Estudos recentes descreveram a expressdo de PPARy em células
hematopoiéticas (AKBIYIK et al., 2004), tal achado pode estar relacionado com os casos de
leucopemia e trombocitopenia em pacientes diabéticos tratados com glitazonas
(DORMANDY et al., 2005). Os casos de hepatotoxicidade associados ao uso de troglitazona
motivaram a retirada do medicamento do mercado, porém a causa ndo € totalmente

elucidada (GOMES, 2006).

1.7 TZDs e cancer

Ja é amplamente difundido que, além do tecido adiposo, varias linhagens celulares
de canceres humanos possuem uma alta expressao de PPARYy, e que a exposi¢cao dessas
linhagens as TZDs levam a inibicdo do crescimento celular, sugerindo uma atividade
antitumoral desses medicamentos (KOEFFLER, 2003; GROMMES et al., 2004). A
citotoxicidade, efeitos pro-apoptéticos e diminuicdo da proliferacdo celular induzidos pelas

TZDs séao relatados em varios tipos de cancer como: mama, préstata, colorretal, pancreas e



pulm&o (OSAWA et al., 2003; ANNICOTTE et al., 2006; LYON et al., 2009; BOJKOVA et al.,
2010; KOGA et al., 2012; FROHLICH; WAHL, 2015).

Mesmo apresentando bons resultados na manutencdo do controle glicémico a
longo prazo e apresentarem efeito antiproliferativo em varios tipos de tumores, nos ultimos
anos essa classe de medicamentos tém tido seu uso questionado por efeitos adversos

graves como toxicidade hepética, ganho de peso, edema e complica¢des cardiacas.

A completa ativacdo do PPARy causada por seus agonistas totais é a principal
causa relacionada com os seus efeitos adversos, uma boa estratégia para reduzir esses
efeitos foi desenvolvimento de outros ligantes de PPARy que modulam diferentemente

esses receptores (RUBENSTRUNK et al., 2007; AMATO, 2008).

1.8 Agonista parcial de PPAR, GQ-16

Em estudos realizados pelo Grupo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco foram identificados novos ligantes de PPARYy, dentre
eles o GQ-16 (5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona)
(AMATO, 2008). O GQ-16 é um composto ndo comercial que esta sendo testado e mostrou
atividade agonista parcial do GQ-16 em PPARy de pr6-monécitos humanos U-937. O GQ-16
se difere das TZDs classicas, pois apresentou atividade agonista parcial de PPAR, competiu
pela ligagdo LBD do PPRA, induziu a interagdo entre o PPAR e o coativador SRC-1 (Co-
ativador 1 do receptor de esteroide), além disso, a ligacdo do GQ-16 com o PPAR
ocasionou em uma modificacdo conformacional do receptor de forma diferente da
rosiglitazona. Esses estudos ainda mostraram bons resultados in vivo e in vitro em
pesquisas de desordens metabdlicas relacionadas a obesidade, diabetes mellitus e
inflamacdo cronica (AMATO, 2008; AMATO et al, 2012). O GQ-16 demonstrou
semelhancas consideraveis com as TZDs quanto ao aumento da sensibilidade da insulina
enddégena, mas ndo aumentou o ganho de peso; efeito adverso ja descrito por

tiazolidinadionas classicas (AMATO et al., 2012).
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Figura 3. Estrutura quimica do GQ-16. Adaptado de: SOUZA, 2012.

No contexto de efeitos antiproliferativo e/ou anti-tumoral dos TZDs e ainda,
considerando que esses efeitos podem se aplicar ao GQ16, pois ambos possuem efeitos
semelhantes, ndo existem, até o momento, estudos que mostrem acado das TZDs e GQ16

em linhagens celulares de feocromocitoma.



2. JUSTIFICATIVA

Grande parte dos tumores malignos ou reincidentes de feocromocitomas ndo sao
responsivos aos tratamentos medicamentosos disponiveis. Neste contexto, torna-se
indispensavel a busca por novos alvos terapéuticos que visem reduzir a progressao do
tumor, aumentar a sobrevida de pacientes com feocromocitoma e ainda reduzir a exposicao
a reacles adversas graves causadas pela terapia disponivel. Ja se sabe que os receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma y (PPARYy), envolvidos na expressédo de genes
reguladores de metabolismo lipidico, séo altamente expressos em varios tipos de tumores e
que estes poderiam ser um alvo promissor para o desenvolvimento de farmacos
antitumorais. Nos Ultimos anos os ligantes destes receptores, como as TZDs classicas,
foram relacionadas com efeitos antiproliferativos, porém seus efeitos adversos podem vir a
se tornar uma grande limitagdo para essa classe. O GQ-16, agonista parcial de PPARYy, ja
demonstrou possuir atividade semelhante as TZDs, com efeitos adversos menos severos.
Partindo desse ponto, a investigacdo sobre possivel atividade antiproliferativa do GQ-16,

assim como as TZDs, se torna relevante.



3. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar o efeito do agonista parcial de PPARy, GQ-16, sobre a viabilidade de
linhagem celular de feocromocitomas.

Objetivos Especificos
Investigar o efeito de varias concentracdes do agonista total de PPAR, rosiglitazona,
e do agonista parcial, GQ-16, sobre a viabilidade de feocromocitomas em cultura.
Avaliar a atividade mitocondrial pelo ensaio de MTT, a integridade das membranas
de feocromocitoma pelo ensaio de Azul de Tripan e proliferagéo celular por coloracédo

com Cristal de Violeta.
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4. METODOS

4.1 Linhagem celular

Nesse estudo foram utilizados dois tipos celulares: células PC12-Adh (ATCC® CRL-
1721™) derivadas de feocromocitomas da glandula adrenal de ratos (Rattus norvegicus),
machos; e células CCD-1059Sk (ATCC® CRL-2072™), fibroblastos da pele de uma mulher,
adulta, caucasiana. Os dois tipos celulares foram adquiridos pelo Banco de Células do Rio

de Janeiro (BCRJ).

Figura 4. Células de feocromocitoma (PC12-Adh) e fibroblasto (CCD1059S-k). A — Células de feocromocitoma

no aumento 10X. B — Células de fibroblastos no aumento 10X.

4.2 Cultivo celular
As células PC12-Adh foram mantidas em meio HAM F12 suplementado com 15%
de soro de cavalo, 2,5% de soro fetal bovino (SFB), 50U/mL de penicilina e 50ug/mL de
estreptomicina. As células CCD-1059Sk foram cultivadas em meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina e estreptomicina. As

duas linhagens foram mantidas a 37 C com 5% de CO,,
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4.3 Ensaios de viabilidade celular

No estudo descrito foi avaliado a viabilidade celular por meio de 3 métodos, sendo
eles: 0 ensaio de MTT, ensaio de exclusédo por Azul de Tripan e ensaio de coloragédo por
Cristal de Violeta. A escolha por mais de um método foi devido a limitacdo implicita de cada
um deles possui e que com a realizacdo de todos, isso poderia ser minimizado, levando
também em consideragdo que cada método possui um fundamento diferente e se relaciona

a diferentes resultados, porém complementares.

431 MTT

O ensaio de MTT é um método rapido, facil e amplamente utilizado para se
determinar viabilidade celular in vitro. Ele € determinado pela quantidade de células viaveis
apos o tratamento escolhido, ja que estas fardo a reducdo mitocondrial do sal de MTT em
cristais de formazam pela enzima succinato-desidrogenase (produto na cor azul). A
quantidade de cristais de formazam produzida é medida espectrofotometricamente e é
proporcional ao niumero de células com respiracdo ativa, ou seja, células sobreviventes
(MEERLOO; KASPERS; CLOOS, 2011).

Para o estudo em questao, foi avaliada a viabilidade celular das células PC12-Adh
e CCD-1059Sk pelo método de MTT. As células, PC12-Adh e CCD-1059Sk, foram
plaqueadas em placas de 96 pocos com 8x10° células por poco, cada tipo celular com uma
placa para 24 e 48 horas. Depois de plagueadas por 24 horas, os meios de cultura foram
aspirados e adicionads 80 uL das intervencfes para se observar os resultados em 24h e
48h. As intervencdes avaliadas foram rosiglitazona (10%M, 10°M, 10°M, 10°M e 10™*M) e

GQ-16 (10°M, 107M, 10°M, 10°M e 10™*M).
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Tabela 1. Concentragcdes das intervengfes utilizadas no ensaio de MTT para células de fibroblastos
(CCD1059S-k) e PC12-Adh.

Concentrag@es das intervencgdes utilizadas no ensaio de MTT para células de fibroblastos (CCD1059S-k)
e PC12-Adh
Rosiglitazona GQ-16
10°M 10°M
10'M 10'M
10°M 10°M
10°M 10°M
10*M 10*M

O MTT foi diluido em meio de cultura HAM F12 (para PC12-Adh) e DMEM (para
CCD1059S-k), na concentracdo de 5mg/mL. Apdés 24 horas dos tratamentos, foram
adicionados 72uL de meio de cultura e 8 uL de MTT e as placas foram incubadas a 37°C por
4 horas, protegidas da exposicdo a luz. Logo em seguida foram adicionados 80 uL de
DMSO para solubilizar os cristais de formazam. Foram entdo quantificados por
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 570 nm. Apés 48 horas realizou-se 0 mesmo
procedimento na segunda placa de cada tipo celular. Todo o ensaio foi realizado em

triplicata.

4.3.2 Azul de Tripan

O ensaio de exclusao por azul de tripan € um método amplamente utilizado para
avaliar a citotoxicidade mensurando a viabilidade celular pela integridade da membrana
celular. Baseia-se no fato que as células mortas absorvem o Azul de Tripan para seu
citoplasma por perda de seletividade da membrana, enquanto que a células vivas
permanecem intactas, ou seja, 0 numero relativo de células mortas e vivas € feito contando
as células coradas (mortas) e as incolores (vivas) com uma camara de Neubauer. (AVELAR-
FREITAS et al., 2014; STROBER, 2015).

Trata-se de um método conveniente, pois 0 método é barato e o rompimento da
membrana plasméatica € um fato que determina a morte celular. O ensaio foi realizado entdo
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da seguinte forma: os dois tipos celulares foram cultivadas em placas de 48 pocos com
50x10° células por poco, placas para 24 e 48 horas cada. Apds 24 horas os meios de cultura
foram aspirados e adicionados 200 pL dos seguintes tratamentos: Rosiglitazona (10°M),
GQ-16 (10°M) e o controle de cada um deles DMSO 0,01% em meio de cultura. Depois de
24 horas os tratamentos foram aspirados, os poc¢os foram lavados, as células foram
tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em PBS 1x. O azul de tripan foi diluido em
agua destilada numa concentracdo de 5mg/mL, entdo, 18 pL de azul de tripan foram
adicionados com 2 uL de cada solugao contendo as células tratadas, deixou-se reagir por 4
minutos e foi feita a contagem de células vivas e mortas em camara de Neubawer. O
mesmo procedimento foi realizado com placas tratadas por 48 horas. Todo o ensaio foi

realizado em triplicata.

4.3.3 Cristal de Violeta

O ensaio por coloracdo com cristal de violeta € um método qualitativo e consiste na
atividade desse corante se acumular dentro dos nucleos das células porque tem capacidade
de se ligar ao DNA. As células que estdo vivas continuam aderidas na placa depois de
fixadas e pode-se observar o efeito citotoxico da substancia- teste através da densidade
celular na placa (CARVALHO, 2011).

Cultivou-se em placas de 6 pocos, com os dois tipos celulares numa concentracao
de 25x10° células por poco, apds 24 horas o meio de cultura respectivo foi aspirado e, em
seguida, adicionados os tratamentos Rosiglitazona (10°M) GQ-16 (10°M) e o controle de
cada um deles DMSO 0,01% em meio de cultura. Foram inseridos 2mL de cada intervencgéo
por pogo. Depois de 5 dias em tratamento em incubadora a 37°C, os tratamentos foram
aspirados, os pocos lavados com PBS 1X, as células foram fixadas com metanol absoluto
por 20 minutos, depois coradas com Cristal de violeta solucdo a 0,2% por 15 minutos, os
pocos lavados novamente para retirar toda a solucdo cristal de violeta e, por fim, foram

realizadas fotografias para a avaliacdo da densidade celular pelo ImageJ.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Devido ao um pequeno numero amostral os dados foram considerados com
distribuicdo ndo-gausseana e o teste selecionado foi Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunns

e para curva foi utilizado regressao nao-linear com curva dose-resposta.
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo da viabilidade celular por ensaio de MTT

A Figura 5 mostra o efeito da, agonista total de PPARYy, rosiglitazona (ROSI) e,
agonista parcial de PPARy, GQ-16 em 5 diferentes concentracdes (10°, 107, 10° , 10 e

10 M) por 24 e 48 horas de tratamento no percentual de viabilidade celular em fibroblastos.
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Figura 5. Ensaio de viabilidade celular por MTT em fibroblastos. A - Células de fibroblasto (CCD1059S-k)
tratadas por 24 e 48 horas com rosiglitazona em 5 concentraces (10®, 107, 10° , 10°e 10™* M). B - Células de
fibroblasto (CCD1059S-k) tratadas por 24 e 48 horas com GQ-16 em 5 concentracdes (10'8 ,107,10° , 10%e
10 M). (n=3).

A rosiglitazona reduziu a viabilidade celular de fibroblastos, para aproximadamente

60%, na concentracdo de 10°M em 48h n&o sendo constante nas outras concentracdes. O
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GQ-16 nado diminuiu a viabilidade celular, ou seja, em nenhuma concentracdo a viabilidade

foi percebida menor do que 100%.

A Figura 6 mostra o efeito da, agonista total de PPARYy, rosiglitazona (ROSI) e,
agonista parcial de PPARy, GQ-16 na viabilidade de células de feocromocitomas (PC12-

Adh) em 24h e 48 h, nas concentragées 10®, 107, 10° , 10°e 10* M.
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Figura 6. Ensaio de viabilidade celular por MTT em feocromocitomas . A - Células de feocromocitomas (PC12-
Adh) tratadas por 24 e 48 horas com GQ-16 em 5 concentracdes (10°, 107, 10°® , 10°e 10™ M). B - Células de
feocromocitoma (PC12-Adh) tratadas por 24 e 48 horas com GQ16 em 5 concentragfes (10'8, 107,10° ,10%e
10 M). (n=3).

Em células de fibroblastos o tratamento com GQ-16 em 24 e 48 horas néao alterou a
viabilidade celular, em nenhuma das concentracdes a porcentagem de viabilidade celular foi
menor que 100%.
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O tratamento em células de PC12-Adh com GQ-16 alterou a viabilidade celular,
pois reduziu em mais de 50% tanto em 24h como 48h, tendo um significativo decaimento de

células viaveis na concentracédo de 10 M.

6.2 Percentual de células mortas por Azul de Tripan

O segundo ensaio escolhido para determinacdo da viabilidade celular foi o de
excluséo por azul de tripan. Com base nos resultados do ensaio de MTT, foi escolhida uma
determinada concentracdo para realizar este ensaio, sendo a concentracdo escolhida a de
10° M para rosiglitazona e GQ-16. Considerando a quantidade total de células (viaveis e
nao viaveis) como 100% a taxa de mortalidade foi obtida pela porcentagem de células ndo

viaveis (coradas de azul).
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Figura 7. Ensaio de viabilidade por exclusdo com Azul de Tripan em fibroblastos. Percentual de células mortas
de fibroblastos tratadas com rosiglitazona e GQ-16: as células foram tratadas na concentracdo de 10®° M de cada
intervengdo em 24 e 48 horas. Em seguida, realizado ensaio de Azul de Tripan. Kruskal-Wallis com pos teste de

Dunns. (n=3).
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A Figura 7 apresenta o percentual de células mortas de fibroblastos tratadas com
rosiglitazona e GQ-16. Nao foi observado aumento do percentual de células mortas de

fibroblastos com nenhum dos tratamentos utilizados, rosiglitazona e GQ-16 a 10™° M.

Células PC12-Adh [ Contfrole
40 B Tratamento

301

% Células mortas

Figura 8. Ensaio de viabilidade por exclusdo com Azul de Tripan em feocromocitomas. Percentual de células
mortas de PC12-Adh tratadas com rosiglitazona e GQ-16: as células foram tratadas na concentracédo de 10° M

de cada intervengcdo em 24 e 48 horas. Em seguida, realizado ensaio de Azul de Tripan. Kruskal-Wallis com pos

teste de Dunns p<0,05 (n=3)
Na Figura 8 pode-se observar que as intervencfes ndo alteraram o percentual de

células mortas de feocromocitomas quando comparadas ao controle.

As figuras seguintes (Figura 9, 10 11 e 12) séo as fotos referentes aos controles e
tratamentos de rosiglitazona e GQ-16 nos dois tipos celulares utilizados (CCD1059S-k

PC12-Adh) no ensaio de excluséo por azul de tripan.
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Figura 9. Controle e tratamento da rosiglitazona a 10°> M em células de fibroblastos (CCD1059S-k). A — Controle
de células com DMSO 0,01% em 24 horas. B — Tratamento com rosiglitazona 10° M em 24 horas. C- Controle
de células com DMSO 0,01% em 48 horas. D — Tratamento com rosiglitazona 10° M em 48 horas.
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Figura 10. Controle e tratamento da GQ-16 a 10®° M em células de fibroblastos (CCD1059S-k). A — Controle de
células com DMSO 0,01% em 24 horas. B — Tratamento com GQ-16 10° M em 24 horas. C- Controle de células
com DMSO 0,01% em 48 horas. D — Tratamento com GQ-16 a 10° M em 48 horas.

21



Figura 11. Controle e tratamento da rosiglitazona a 10° M em células de feocromocitoma (PC12-Adh). A —
Controle de células com DMSO 0,01% em 24 horas. B — Tratamento com rosiglitazona 10° M em 24 horas. C-
Controle de células com DMSO 0,01% em 48 horas. D — Tratamento com rosiglitazona a 10° M em 48 horas.
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Figura 12. Controle e tratamento da GQ-16 a 10° M em células de feocromocitoma. A — Controle de células
com DMSO 0,01% em 24 horas. B — Tratamento com GQ-16 10° M em 24 horas. C- Controle de células com
DMSO 0,01% em 48 horas. D — Tratamento com GQ-16 a 10° M em 48 horas.
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6.3 Percentual de proliferacdo celular por Cristal de Violeta

Ap6s 5 dias incubadas com os tratamentos (rosiglitazona e GQ-16) a proliferacéo
celular obtida foi relacionada com a viabilidade celular destas células ,sabendo que
somente as células viaveis eram fixadas e coradas na cor violeta. O ensaio por coloracdo
com cristal violeta ndo demonstrou diferenca na proliferacdo celular em nenhum dos dois

tipos celulares e também em nenhuma das duas intervencoes.
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Figura 13. Ensaio de viabilidade por Cristal de Violeta em fibroblastos e feocromocitomas. Percentual de
proliferacdo celular. A - Células de fibroblastos (CCD1059S-k) tratadas por 5 dias com rosiglitazona e GQ-16 na
concentracdo de 10° M, das duas intervencdes. B- Células de feocromocitoma (PC12-Adh) tratadas por 5 dias
com rosiglitazona e GQ-16 na concentracdo de 10® M, das duas intervencdes. Em seguida, realizado ensaio de

coloracgao por cristal de violeta. (n=3)
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As Figuras 14 e 15 sao referentes aos controles e tratamentos de rosiglitazona e GQ-
16 nos dois tipos celulares escolhidos corados com cristal de violeta para observagédo da

proliferagéo celular.

Figura 14. Células de fibroblastos tratadas com rosiglitazona e GQ-16, coradas com Cristal de Violeta. A -

Controle de células com DMSO 0,01%. B — Células tratadas com rosiglitazona a 10 M. C - Controle de células
tratadas com DMSO 0,01%. D - Células tratadas com GQ-16 a 10° M.



Figura 15. Células de feocromocitoma tratadas com rosiglitazona e GQ-16, coradas com Cristal de Violeta. A-
Controle de células com DMSO 0,01%. B — Células tratadas com rosiglitazona a 10 M. C- Controle de células
tratadas com DMSO 0,01%. D- Células tratadas com GQ-16 a 10° M.



7. DISCUSSAO

As evidéncias acumuladas nos ultimos anos sugerem que a ativagcdo de PPARYy,
realizada por medicamentos agonistas, desempenham um papel importante na regulagéo de
crescimento de células cancerigenas (WU et al., 2016). Esse efeito antiproliferativo ja foi
demonstrado em muitos tipos de cancer como o de figado (CAO, 2015), préstata
(ANNICOTTE et al., 2006), mama (MUELLER et al., 1998) e cancer géstrico (CHO et al.,

2015) por meio da regulacao da expressao e bloqueio de proteinas oncogénicas.

J4 se sabe da atividade antiproliferativa extensamente descrita das TZDs, um
exemplo é o estudo de Cao e colaboradores onde a rosiglitazona inibiu significativamente a
proliferacdo de células de retinoblastoma em concentracdes de 5 uM, 25 uM , 125 yM em
24, 48 e 72 horas por ensaio de MTT. A inibicdo foi dose e tempo dependente, onde as
taxas variaram de 1,7%, na menor dose em 24 horas, a 63,2% apds 72 horas de exposicdo

(CAO, 2015).

O GQ-16 foi desenvolvido a partir das TZDs e é um agonista parcial de PPARYy,
diferente das TZDs classicas que possuem atividade agonista total. O novo agente nao
possui mecanismo caracterizado, porém possivelmente, causa modificacbes na
conformacédo dos receptores levando a uma menor afinidade por coativadores (PIKE et al.,
1999). O GQ-16 mostrou eficacia antidiabética semelhante a rosiglitazona, em
camundongos, mas nao provocou ganho de peso ou edema, efeitos colaterais comuns
associados a ativagdo completa de PPARy (AMATO et al.,, 2012). Sugerindo que assim
como as TZDs classicas 0 GQ-16 também pode ser um possivel tratamento em doencas

metabdlicas.

Como os agonistas de PPARYy se tornaram alvos de estudo para o desenvolvimento
de farmacos no tratamento de cancer nos Ultimos anos surgiu a questdo se o GQ-16

também teria um efeito antiproliferativo, este entdo esta sendo inicialmente testado.
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Ao contrario do esperado, no presente estudo a rosiglitazona ndo apresentou
diferenca na viabilidade celular de feocromocitomas pelo ensaio de MTT, nenhuma das
concentracdes diminuiu a viabilidade em menos de 100%. J& para o ensaio com GQ-16 a
viabilidade celular foi reduzida em mais de 50% na concentra¢do de 10 M, demonstrando
ser mais efetivo na reducdo da viabilidade celular. O estudo onde-se avaliou o efeito na
viabilidade celular de células de cancer de mama tratadas com GQ-16 por ensaio de MTT. O
estudo utilizou as concentracdes de 10® a 10* M de GQ-16 e rosiglitazona e sugeriu que o
agonista parcial GQ-16 é mais efetivo pois reduziu a viabilidade em vérias concentracdes

(36,92% a 10° M ; 39,08% a 10 M; 75,81% a 10 M) (FERREIRA et al., 2017).

Sabendo o principio do ensaio de MTT que avalia atividade mitocondrial,
relacionado com metabolismo celular pode-se deduzir que o GQ-16 ocasionou reducdo do
metabolismo celular em células de feocromocitomas e néo foi observado o mesmo efeito em
células normais, fibroblastos. Tal resultado ndo pode ser explicado pelo ensaio, uma vez
que que este s6 avalia uma variavel que é a atividade da mitocéndria, mas pode sugerir que
a molécula de GQ-16 possui certa seletividade ou afinidade por células de feocromocitoma,

diminuindo seu metabolismo.

No ensaio de exclusdo com Azul de tripan é avaliada a viabilidade celular por outra
variavel: a integridade da membrana plasmética. Nele somente as células que possuem sua
membrana rompida ou ndo integra séo invadidas pelo azul de tripan e ficam coradas de cor
diferente das células integras (STROBER, 2015). No presente estudo observou-se a
manutencdo da integridade da membrana celular de fibroblastos e feocromocitomas,
tratadas com rosiglitazona e GQ-16. Ndo houve diferenca significativa no percentual de
células mortas comparadas ao controle em nenhuma das concentracbes testadas.
Correlacionando com o resultado do ensaio de MTT pode-se sugerir que a atividade
mitocondrial sofre reducdo, no tratamento com GQ-16, porém ndo causa nenhum dano a
membrana dessas células. Strober em seu protocolo sobre o ensaio de exclusdo com azul

de tripan ja relata que a viabilidade celular de uma célula pode ser comprometida sem que
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haja rompimento da sua membrana e que a outra limitacdo do ensaio € o fato da contagem
ser realizada de forma subjetiva, a célula corada em pouca quantidade pode passar

despercebida (STROBER, 2015).

Estudos que utilizaram as TZDs classicas e outros ligantes seletivos de PPARYy
para avaliar a viabilidade celular de osteossarcoma e melanoma pelo ensaio com cristal de
violeta obtiveram reducéo na proliferacdo (HAYDON et al., 2002; EASTHAM et al., 2008).
No presente estudo ndo se observou diferenca na reducdo da proliferacdo celular de

feocromocitomas em nenhuma das intervencgdes, sendo elas rosiglitazona e GQ-16.

O agonista parcial de PPARYy utilizado pode interferir na reducéo da viabilidade
celular de feocromocitomas por meio da diminuicdo da atividade mitocondrial, ndo alterando
a integridade da membrana e a proliferacdo celular destas. Sugere-se que a atividade do
GQ-16 em feocromocitomas seja por uma via alternativa ao PPARYy, ja que este demonstrou
atividade distinta a rosiglitazona. E importante reconhecer que o GQ-16 possivelmente no
sera um alvo para o tratamento para feocromocitomas, porém no tratamento de outras
doencas metabdlicas, como o diabetes mellitus, os resultados podem ser relevantes. O GQ-
16 ndo esta associado a citotoxicidade de células normais (fibroblastos) e sabe-se que

possui efeitos adversos menos severos do que a rosiglitazona.
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8. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

O agonista total de PPARYy, rosiglitazona, ndo alterou a viabilidade celular de
feocromocitomas em nenhum ensaio observado (atividade mitocondrial, integridade da
membrana celular e proliferacdo celular) j& o agonista parcial de PPARy, GQ-16, ndo
diminuiu a atividade mitocondrial de feocromocitomas, sem alterar a integridade da
membrana e proliferacéo desta linhagem celular.

O GQ-16 pode alterar o metabolismo celular de feocromocitomas que pode nao
estar associada a via de ativagdo do PPARYy.
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