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“O cientista ndo é o homem que fornece as verdadeiras respostas; é quem
faz as verdadeiras perguntas”.

Claude Lévi-Straus
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RESUMO

Como medida farmacoldgica contra DM2, as tiazolidinedionas, como a rosiglitazona e
pioglitazona, atuam como agonistas totais do receptor PPARYy e séo eficazes no que
se diz respeito a sensibilizagdo de insulina, porém efeitos adversos graves condenam
a utilizagdo segura desses medicamentos. Logo, a procura do desenvolvimento de
agonistas parciais do PPARy como o GQ-16, inspira e visa a seguranga clinica, a fim
de evitar a toxicidade induzida por agonistas totais, propondo uma ativagdo mais
equilibrada do receptor. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da rosiglitazona
e GQ-16 na expresséo proteica de INOS em cultura de macréfagos 264.7 com ou sem
presencga de estimulo inflamatério, e analisar o envolvimento do receptor PPARy com
o antagonista, TO07. As células foram tratadas com LPS (100 ng/ml), apés 30 minutos,
com o T007 (20 uM), e apos 60 minutos, com a rosiglitazona (10-° M), GQ-16 (10° M)
ou DMSO (0,01%) por 24 horas. Apds o tratamento, as células foram coletadas,
lisadas, e analisadas por western blot, utilizando anticorpos anti-iNOS (1:1000) e anti-
GAPDH (1:4000). As bandas foram quantificadas por densitometria por meio do
software Image J, e os dados foram processados estatisticamente e apresentados na
forma de média +/- erro padrao da média (EPM), sendo comparados por teste U de
Man-Whitney para 2 amostras ou Kruskal-Wallis para avaliagdo de multiplos grupos
experimentais com p < 0,05. Contudo, resultados obtidos nao apresentaram
significancia estatistica devido ao numero limitado de experimentos (n=3), indicando
a necessidade de estudos adicionais para confirmar essa hipotese. Logo, conclui-se
que os agonistas de PPARYy sao alvos promissores para o tratamento da obesidade e

de doencas inflamatdrias, porém novos experimentos devem ser executados.

Palavras-chave: PPARy, GQ-16, rosiglitazona, LPS, iINOS.



ABSTRACT

As a pharmacological measure against DM2, thiazolidinediones, such as rosiglitazone
and pioglitazone, act as full agonists of the PPARYy receptor and are effective in terms
of insulin sensitization, but serious adverse effects condemn the safe use of these
medications. Therefore, the search for the development of partial PPARy agonists such
as GQ-16, inspires and aims at clinical safety, in order to avoid toxicity induced by full
agonists, proposing a more balanced activation of the receptor. The objective of this
study was to evaluate the effects of rosiglitazone and GQ-16 on the protein expression
of INOS in cultured 264.7 macrophages with or without the presence of an
inflammatory stimulus, and to analyze the involvement of the PPARY receptor with the
antagonist, TOO7. The cells were treated with LPS (100 ng/ml), after 30 minutes, with
TO07 (20 uM), and after 60 minutes, with rosiglitazone (10° M), GQ-16 (10° M) or
DMSO (0,01%) for 24 hours. After treatment, cells were collected, lysed, and analyzed
by western blot, using anti-iNOS (1:1000) and anti-GAPDH (1:4000) antibodies. The
bands were quantified by densitometry using the Image J software, and the data were
statistically processed and presented as mean +/- standard error of the mean (SEM),
being compared using the Man-Whitney U test for 2 samples or the Kruskal-Wallis test
for evaluating multiple experimental groups with p < 0.05. However, results obtained
did not show statistical significance due to the limited number of experiments (n=3),
indicating the need for additional studies to confirm this hypothesis. Therefore, it is
concluded that PPARYy agonists are promising targets for the treatment of obesity and

inflammatory diseases, but new experiments must be carried out.

Keywords: PPARy, GQ-16, rosiglitazone, LPS, iNOS.
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1. INTRODUCAO
1.1. Obesidade e inflamagao

A obesidade € uma condi¢ao crénica definida como o acumulo excessivo de
gordura em diversas partes do corpo. De acordo com a OMS, em 2022, uma em cada
oito pessoas vivia com obesidade no mundo, e 43% dos adultos com mais de 18 anos
estavam acima do peso (World Health Organization, 2022).

O ambiente moderno e a urbanizagdo sao estimulos influentes para o
desenvolvimento da obesidade, resultantes da diminuicdo dos niveis de atividades
fisicas, habitos alimentares caldricos, aumento do estresse e de outros fatores
ambientais. A obesidade é considerada uma inflamacgao crénica de baixo grau (Yende;
Sharma, 2024) e contribui para o aumento do risco de doengas subjacentes, como
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), doengas cardiovasculares, osteoartrite, insuficiéncia
renal, disfungao hepatica e varios tipos de cancer (ABESO, 2016).

O diagndstico de obesidade é realizado a partir de trés avaliagdes: indice de
massa corporal (IMC), que é calculado pela divisdao do peso em quilograma pela altura
em metros elevada ao quadrado (kg/m?), sendo o valor indicativo de obesidade igual
ou maior a 30, avaliagcdo antropométrica do percentual de gordura, que considera
valores superiores a 30% para homens e superiores a 35% para mulheres, e a medida
da circunferéncia abdominal, com valores de referéncia que variam de acordo com a
etnia e sexo. Para sul-americanos, os valores de referéncia sdo 290cm para homens
e 280 cm para mulheres (ABESO, 2016). Estudos realizados por Carreras-Torres e
colaboradores (2017) evidenciam que o aumento do IMC esta relacionado a um maior

risco de cancer pancreatico.

Atabela 1 mostra a classificacao de obesidade de acordo com a ABESO (2016).
No entanto, o resultado do IMC, por si s6, ndo é suficiente para o diagndstico de
obesidade, ja que nao ocorre a diferenciacdo entre massa magra e gordura,
especialmente em individuos idosos (Kok; Seidell; Meinders, 2004), portanto, a
combinagao dos métodos ajuda a minimizar as limitagdes de cada uma das avaliagdes
(ABESO, 2016).
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Tabela 1. Classificagdo do estado nutricional segundo o IMC.

IMC CLASSIFICACAO CRAUDE
OBESIDADE

<18,5 Baixo peso 0

18,5-24,9 Normal 0

25-29,9 Sobrepeso 0
30-34,9 Obesidade

30-39,9 Obesidade Il

40,0 Obesidade grave 1]

Fonte: ABESO, 2016.

O tecido adiposo é subdividido em tecido adiposo branco e tecido adiposo
marrom (Koenen et al., 2021). O tecido adiposo branco é especializado em armazenar
energia na forma de triglicerideos, atua como isolante térmico e é regulador enddcrino,
sendo composto por células chamadas adipécitos (Longo et al., 2019). Durante a
obesidade, ha aumento do tecido adiposo branco, que se acumula ectopicamente em
areas mesentéricas, omentais ou retroperitoneais (Chandrasekaran; Weiskirchen,
2024).

Por outro lado, o tecido adiposo marrom, que representa em média 4,3% de
todo tecido adiposo em humanos, € encontrado em depdsitos cervicais,
supraclaviculares, axilares, paraespinhais, mediastinais, abdominais e
interescapulares em recém-nascidos. Esse tipo de tecido estd associado a
termogénese sem tremores, a partir da desacoplacado da fosforilagdo oxidativa da
producdo de ATP pela UCP-1, o que ajuda a proteger os animais da hipotermia
(Koenen et al., 2021).
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Os adipdcitos secretam diversas adipocinas, como adiponectina, leptina,
visfatina, resistina, apelina, omentina, RBP4, vaspatina, entre outras, que
desempenham papéis significativos em diversos orgados (Chandrasekaran;
Weiskirchen, 2024), além disso, liberam diversos tipos de quimiocinas, horménios e
fatores de crescimento que atuam na relagdo entre a obesidade e a inflamacéao
(Lumeng; Bodzin; Saltiel, 2007).

Durante a obesidade, o tecido adiposo favorece a polarizagdo dos macrofagos,
promovendo a transicdo do fendtipo anti-inflamatério (M2) para o fendtipo pré-
inflamatorio (M1), devido ao desequilibrio das adipocinas presentes, resultando no
aumento da adiponectina, que possui caracteristicas proé-inflamatérias, pro-
angiogénicas e pro-proliferativas. Ao mesmo tempo, ocorre a diminui¢do da leptina,
que possui propriedades anti-inflamatdrias, antiangiogénicas e antiproliferativas. Esse
desequilibrio contribui para o recrutamento de diversas quimiocinas, que promovem o

estado de inflamagao crénica (Lumeng; Bodzin; Saltiel, 2007).

Em resposta ao acumulo excessivo de gordura, os adipocitos sofrem hipertrofia
e remodelagdo, causando morte celular e hipdxia, o que facilita a ruptura celular e
impulsiona a infiltracdo de macréfagos que detém o objetivo de fagocitar os adipdcitos
aléem de aumentar o nivel de acidos graxos devido a ruptura celular, se ligando a

agonistas de TLR4, induzindo resposta inflamatéria (Ren et al., 2022).

Outrossim, os adipdcitos e macréfagos secretam quimiocinas como CCL2,
CCL3 e RANTES/CCL5, as quais atuam recrutando ainda mais macréfagos para o
tecido adiposo, culminando na alteracdo da regulagao de citocinas e ativando vias
inflamatdrias como: MAPK; p38MAPK, JNK, NFkB, mTOR, aumento da producéo de
TNF-q, IL-6, IL-2, IL1B, COX-2, geracao de espécies reativas de oxigénio, como éxido
nitrico (NO), por meio da ativacédo de iINOS e diversas proteinas quinases que estao
relacionadas a resisténcia de insulina pela fosforilacdo da serina no substrato do
receptor de insulina (IRS) (Ren et al., 2022).

Estudos de Kanda (2006), demonstraram que a reducéo do recrutamento de

macrofagos em tecidos diminui a resisténcia a insulina em modelos animais.
1.2. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) é um importante problema de saude mundial, e afeta

mais de 800 milhdes de pessoas mundialmente (Zhou et. al., 2024). No Brasil, a
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prevaléncia do diabetes é de 10,5%, posicionando o pais em 6° lugar entre os que

possuem o maior numero de pessoas com diabetes tipo 2 (IDF, 2021).

A crescente incidéncia do diabetes esta relacionada a rapida urbanizacéo,
transicdo epidemioldgica e nutricional, resultando em maior prevaléncia do estilo de
vida sedentario devido a mudancas significativas do estilo de vida e padrao alimentar,
fatores que promovem o excesso de peso, além do envelhecimento da populagao,
estando intimamente relacionado a mudangas fisiologicas e fatores de risco
cumulativos (SBD, 2020).

O DM2 corresponde a 90% dos casos de DM. E uma doenca poligénica,
genética com tendéncias a fatores ambientais. Fatores de risco para DM2 como idade,
etnia, histérico familiar, obesidade, hipertensdo arterial, histérico de doencas
cardiovasculares sao pecgas fundamentais para a investigagao do diagnostico de DM2
(Skyler, et al., 2017).

A prevaléncia do DM aumenta com a idade, sendo mais elevada entre os
brasileiros com 65 anos ou mais (30,3%), seguida pelas faixas etarias de 56 a 64 anos
(22,4%) e 45 a 54 anos (10,4%), conforme dados do VIGITEL em 2023.

O desenvolvimento do DM2 ocorre devido a deficiéncia na sintese e secregao
de insulina pelas células B pancreaticas, além de estar associado a resisténcia a
insulina nos tecidos periféricos resultando em hiperglicemia plasmatica,
hiperglucagonemia, disfungdo incretinica, aumento da lipdlise, aumento de acidos

graxos livres circulantes e aumento da reabsorcéo renal de glicose (SBD, 2020).

Os sintomas tipicos de hiperglicemia incluem poliuria, polidipsia, polifagia,
perda de peso inexplicada e desidratagcdo. Além disso, podem surgir sintomas
sugestivos, como nocturia, visdo turva, cansaco, infecgdes recorrentes e dificuldade
na cicatrizacéo de feridas (SBD, 2024).

As complicagbes decorrentes do diabetes sdo classificadas como disturbios
microvasculares e macrovasculares, que ocasionam retinopatia, nefropatia,
neuropatia, doengas cardiovasculares e cerebrovasculares, além de estarem

associadas a diversos tipos cancer (Gregg, et al., 2016).

Para o diagnostico de DM sao validadas trés formas principais de exames,
sendo eles o exame da dosagem de glicose em jejum, que mede a glicemia apos jejum
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de no minimo 8 horas, o teste oral de tolerancia a glicose (TTGO), que consiste na
ingestao de uma solugao padronizada com 75g de glicose dissolvida em agua, a fim
de avaliar apés 1 ou 2 horas, como o corpo metaboliza a glicose, e o teste da
hemoglobina glicada (HbA1c), que fornece uma média da glicose sanguinea periférica
ao longo dos ultimos trés meses, sofrendo menos variabilidade do dia a dia (American
Diabetes Association, 2019). Para obter uma compreensao clara, a tabela 2 explicita
os valores de glicose determinados pela SBD para normoglicemia, pré-diabetes e

diabetes estabelecido, de acordo com cada exame.

Tabela 2. Critérios laboratoriais para diagnéstico de DM.

(TTGO) (TTGO)
glicose 1 hora glicose 2 :
. . . Glicose
Glicose apos horas apos a0 HbAlc
em jejum  sobrecarga sobrecarga 2CaS0 (%)
(mg/dL) com 75¢g de com 75g de °
. : (mg/dL)
glicose glicose
(mg/dL) (mg/dL)
Normoglicemia <100 <155 <140 - <57
Pré-diabetes 100 - 125 155 - 208 140 - 199 - 57-6,4
Diabetes > 126 > 209 > 200 2200 265

estabelecido
Fonte: SBD, 2024.

O uso de certos medicamentos representa um fator de risco para o
desenvolvimento de DM2, devido a hiperglicemia induzida. Medicamentos como
glicocorticoides, quando utilizados em doses altas associados a longos periodos de
tratamento, sdo responsaveis pelo risco, além da associag¢ao a fatores de risco como
idade avancada, IMC elevado, histérico prévio de hiperglicemia, histérico familiar de
diabetes e HbA1c = 6%, que contribuem para o aumento da probabilidade do

desenvolvimento da doencga (Suh; Park, 2017).

Adicionalmente, o uso de antipsicoticos tem sido associado ao risco de DM
através da alteragcédo da sensibilidade e secrec¢ao de insulina ou ganho de peso. Os
farmacos mais associados a esse risco incluem clorpromazina, clozapina, olanzapina,

quetiapina e risperidona (Holt, 2019).
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A evolugdo do DM2 pode ser prevenida ou atrasada por meio de alteragdes do
estilo de vida, abrangendo intervengdes nao farmacoldgicas que incluem o habito de
alimentagao saudavel e praticas de atividades fisicas. Estudos conferem que a perda
de peso € essencial para reduzir o risco de DM2 (Lindstrom et al., 2006), melhorando
o controle glicémico, aumentando as chances de remissao e diminuindo o risco de

complicagbes microvasculares (Lean et al., 2019).

A reducdo de HbA1c para niveis abaixo de 7% esta associada a melhoria nos
desfechos microvasculares, como retinopatia, doenga renal e neuropatia (UKPDS,
1998). A cada 1% de reducao na HbA1c resulta em uma redugdo 14% no risco de
infarto agudo do miocardio (IAM) e 12% no risco de acidente vascular cerebral (AVC)

fatal e ndo fatal (Holman et al., 2008).

O rastreamento de DM2 apresenta um bom custo-beneficio. Estudos de
Chatterjee e colaboradores em 2010 indicam que, em um periodo de trés anos, os
custos associados ao rastreamento e as intervencdes, como o uso de metformina e
mudangas no estilo de vida, sdo menores do que os custos de nao realizar o

diagndstico, reduzindo a propensao para o desenvolvimento de DM.

No entanto, como as medidas farmacolégicas para doenca ja estao
estabelecidas, a escolha se baseia em antidiabéticos que estimulam a secre¢édo de
insulina pelo pancreas, como as sulfonilureias e glinidas. Ja os inibidores das
alfaglicosidades retardam a velocidade de absorgéo e digestdo de glicose, enquanto
as biguanidas diminuem a secreg¢ao hepatica de glicose. Além disso, as glitazonas séo
sensibilizadores de insulina em musculos, adipdcitos e hepatécitos, enquanto os que
exercem efeito incretinico sdo mediados pelos hormdnios sdo os GLP-1 e GIP (SBD,
2020).

1.3. PPARYy e seus agonistas

Os PPARs sao membros da superfamilia de receptores nucleares e
desempenham um papel crucial na regulacdo do metabolismo de componentes
lipidicos, homeostase energética, desenvolvimento e diferenciagcdo de adipdcitos
(Cheng et al.,, 2019), modulacao inflamatéria, proliferacdo celular, apoptose e
progressao tumoral (Li et al., 2014). Além disso, desempenham papéis reconhecidos
em diabetes, cancer e aterosclerose (Wu; Zhang; Faircloth, 2022).
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Os PPARs possuem um dominio A/B N-terminal, dominio C de ligagao ao DNA,
dominio D e um dominio o dominio E/F de ligagdo ao ligante C-terminal (Zieleniak;
Wojcik; Wozniak, 2008). Apds a ligagdo do ligante no dominio E/F, os PPARs se
translocam para o nucleo, onde se heterodimerizam com o receptor RXR nuclear,
formando o complexo PPAR-RXR que posteriormente se liga aos elementos de
resposta do proliferador de peroxissomo (PPREs) pelo dominio C, localizado em
promotores do gene-alvo para regular a transcrigdo (Chan; Wells, 2009). O nivel da
expressao de cofatores € essencial para a especificidade das respostas fisiologicas
aos agonistas de PPAR ou RXR (WU, Zhang, Faircloth, 2022). A figura 1 demonstra a
regulacéo bioquimica do PPAR.

Figura 1. Regulacdo bioquimica do PPAR. Os ligantes se ligam ao dominio E/F do PPAR,
promovendo sua translocagéo nuclear e formando um heterodimero com o RXR. Esse complexo se

conecta ao PPRE nos genes alvo. Esses genes estéo envolvidos em situag6es de metabolismo lipidico,

inflamacéo, proliferacdo celular e carcinogenese. A ligacéo do ligante causa altera¢des confomacionais

que facilitam a interagdo com complexos coativadores ou correpressores.

Coativadores Correpressores
\ o®
- ligunites /
[ B
PPAR Genes alvo

RXR

-

T b ‘ @ Metabolismo lipidico
ranscrigio >
®Inflamagao

®Proliferagao celular
@ Carcinogénese

Fonte: Adaptado de Wu; Zhang; Faircloth, 2022,

A familia PPAR consiste em trés membros: PPARa, PPARB/® e PPARy. Com
relevancia notavel, os PPARs s&o reguladores significativos da imunidade inata e da

resposta inflamatéria. Eles exercem uma funcéo vital na conexdo entre disturbios
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metabdlicos e inflamacgao crbénica de baixo grau, que se interrelacionam em doencas

metabdlicas cronicas (Wahli; Michalik, 2012).

A ativacdo de PPARa regula o metabolismo de aminoacidos, carboidratos e
lipidios, estimulando o catabolismo de acidos graxos e desencadeando a redugéo de
triglicerideos e aumento do nivel plasmatico de HDL (lipoproteina de alta densidade),
pois regula a expressao de lipoproteina lipase (LPL), genes de apolipoproteina, genes
de transporte e oxidagao de acidos graxos, genes para metabolismo de HDL e sintese
de cetonas. Logo, o uso de agonistas do PPARa é valido para tratar hiperlipidemia e

doencas cardiovasculares (Contreras; Torres; Tovar, 2013).

O papel fisiolégico da ativagdo do PPARB/® é desempenhar a atuacdo no
metabolismo lipidico que envolve o catabolismo de acidos graxos e desacoplamento
de energia, ja que favorece a B-oxidagdo nos musculos esqueléticos, aumentando a
resisténcia muscular durante exercicios fisicos. Com essa atividade mitocondrial, o
receptor PPARB/® contribui para a manutencdo das células B pancreaticas, e,
consequentemente, na secrecdo de insulina diante de exposicdo de lipotoxicidade
(Fan et al., 2017).

O papel do PPARYy é fundamental para a expressdo de genes envolvidos na
adipogénese e sensibilizagado de insulina. Ele ativa a expressao de genes envolvidos
na adipogénese, a partir da interacdo com SRBP e FABP4 (Malodobra-Mazur;
Oldakowska; Dobosz, 2024). O PPARYy estimula a captacéao de lipidios e a lipogénese
nos tecidos adiposos, reduzindo a presencga de triglicerideos circulantes e acidos
graxos livres. Ademais, os genes responsaveis pela captagao de glicose dependente
de insulina (GLUT4, IRS-1, IRS-2 e C-CBL) e adipocinas respondem ao PPARYy,
influenciando na sinalizagao da insulina (Ahmadian et al., 2013). O PPARy conta com
alguns ligantes naturais, como &acidos graxos poliinsaturados, acidos graxos
monoinsaturados, &cido docosahexaendico, acido eicosatetraenoico, diversos
alimentos, poluentes ambientais e ftalatos. Também conta com ligantes sintéticos

como os fibratos e tiazolidinedionas (TZDs) (Bertschi et al., 2023).

O PPARy humano possui duas isoformas: hPPARY' e y2. Aisoforma hPPARYy? é
predominantemente expressa no tecido adiposo, enquanto a hPPARYy' é amplamente
expressa em outros tecidos (Zieleniak; Wojcik; Wozniak, 2008).
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O PPARYy sofre regulagao epigenética. A interrupcdo do gene do PPARYy tem
consequéncias em diversas patologias, como obesidade e resisténcia insulinica. Em
obesos, o promotor do PPARy é hipermetilado, resultando na regulacdo negativa de
diversos genes essenciais da resposta insulinica (Malodobra-Mazur; Oldakowska;
Dobosz, 2024).

Devido sua importancia regulatoria do metabolismo, diversos agonistas
(aprovados e experimentais) foram sintetizados, como pioglitazona, rosiglitazona,
GSK376501, CHS-131, PN2034, FK614, MK0533, rivoglitazona e balaglitazona para
tratar pacientes com DM2 (Cheng et al., 2019).

Ainda que os agonistas totais do PPARy atuem melhorando as anormalidades
lipidicas e glicémicas, sua utilizagc&o para controle de peso néo é o ideal pois induzem
ganho de peso proveniente do acumulo e redistribuicdo de depdsitos de gordura e
retengao de liquidos corporais. Estudos constataram que pacientes que receberam
rosiglitazona obtiveram menor expressao do horménio Peptideo Plasmatico de Jejum
YY (PYY), que é envolvido na regulagdo do apetite, logo, vivenciaram aumento da
fome, o que pode explicar o ganho de peso induzido por TZDs. Evidéncias
demonstram que o uso de agonistas PPARy nao sdo recomendados para controle de
peso (Ko; Kim; Lee, 2017; Berberoglu, et al., 2011). Além do ganho de peso, uma série
de eventos adversos acompanham os agonistas totais do receptor PPARYy, advindos
pelo risco de retencdo de liquidos, perda éssea, risco de cancer de bexiga e

insuficiéncia cardiaca congestiva (Ahmadian et al., 2013).

O desenvolvimento de uma nova TZD que preserve a eficacia antidiabética e
que evoque menos efeitos adversos graves associados a ativagao completa do PPARY,
suscita a criagdo do agonista parcial GQ-16 (5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(4-

metil-benzil)-tiazolidina-2,4- diona) (Amato, et al., 2012).

O GQ-16 exibe atividade antidiabética em camundongos, e sem efeitos
adversos graves (Amato, et al.,, 2012). Estudos mostraram que o GQ-16 inibe a
fosforilagao do Ser-273 mediada por CDKS5, estabilizando a porcéo folha 8 do receptor
PPARYy, prevenindo a desregulagdo de genes-alvo da adiponectina e resisténcia a
insulina (Choi, et al.,, 2010). Logo, o desenvolvimento de agonistas parciais abre
possibilidades para o manejo de tratamentos para pacientes com DM2 sem riscos

graves a saude.
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1.4. Oxido Nitrico Sintase Induzivel

As RNS (espécies reativas de nitrogénio) sdo metabalitos da oxidagédo do dxido
nitrico e sdo sintetizadas quando os niveis de NO aumentam exacerbadamente,
portanto, esta envolvida na patogénese de diversos disturbios (Pérez-Torres et al.,
2017; Lancaster, 2006).

O NO ¢ sintetizado pela familia de enzimas éxido nitrico sintases (NOS) que
possuem trés isoformas: neuronal (nNOS), induzivel (iNOS) e endotelial (eNOS). O
substrato dessas enzimas &€ o aminoacido L-arginina, e a reagdo requer como

cofatores a molécula de O2, dinucleotideo flavina adenina (FAD), mononucleotideo

flavina (FMN), CaZ+, calmodulina, BH4 e NAD(P)H (Tegeder, 2019).

Para a ativagéo enzimatica, é necessario processo de homodimerizagao, logo,

a L-arginina sofre hidroxilagdo por 2 moles de Oz e 1,5 mol de NADPH formando a

NG—hidroxi—I-arginina, que apo6s oxidacgao se transforma em L-citrulina, H20 e NO (Arral;

Halpern, 2018). As etapas sdo catalisadas pelo complexo de ferro heme presente na

enzima (Tegeder, 2019). O O2 necessario pode vir da cadeia de transporte de elétrons
na mitocdéndria, de peroxissomos, NAD(P)H oxidases, xantina oxidases (ORX),
citocromo p450 ou das vias da ciclooxigenase (COX) (Chakravarti; Chakravarti, 2017).
Os processos bioquimicos envolvidos na formagao do NO sao representados na figura
2.
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Figura 2. Biossintese de NO a partir da familia de enzimas NOS. O NO ¢ sintetizado pelas isoformas
nNOS, eNOS e iNOS e requer L-arginina como substrato. Em seguida é convertida em L-citrulina,
resultando em NO.
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Fonte: Adaptado de Pérez-Torres et al., 2020.

A INOS funciona independente de ions de calcio, ao contrario de outros tipos
de NOS. Essa caracteristica permite que a iINOS sustente altos niveis de producédo de

NO durante a resposta inflamatéria (Shan et al., 2024).

7

O oxido nitrico liberado pela iINOS é responsavel pela vasodilatacdo e
resisténcia a vasoconstritores caracteristicos do choque séptico (Epstein; Moncada;
Higgs, 1993). Além disso, a INOS ¢é a isoforma associada ao inicio e progressao do
cancer (Burke et al., 2013) devido papéis como dano ao DNA, ativacao de oncogenes,
inibicdo de enzimas de reparo de DNA egenes supressores de tumor,

modulagao de apoptose e metastase (Kashfi; Kannikal; Nath, 2021).

Diversos mediadores, incluindo espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
desencadeiam a superexpressao da iINOS durante o processo inflamatério,
modulando condigdes inflamatdrias agudas e cronicas (Laroux et al., 2000). Aisoforma
iINOS ¢é ausente em células em repouso sendo induzida por citocinas e

lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (Kashfi; Kannikal; Nath, 2021).
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As vias de sinalizacdo MAPK e NF-kB s&o reguladoras da expressao génica da
iINOS. Na via NF-kB, o dimero p65-p50 se transloca para o nucleo a partir do
citoplasma para induzir a expresséo do gene da iNOS. Logo, sob estimulo de LPS, se
liga ao TLR4 na superficie das membranas dos macrofagos, leva a ativagéo das vias
de sinalizacdo MAPK ou NF-kB e a expressao do gene iNOS. Além disso, citocinas
inflamatdrias como TNF-a, IL-13, IFN-y, LPS, hipdxia, estresse oxidativo e a proteina

Hsp70 sédo reguladores ndo genéticos da iNOS. (Kashfi; Kannikal; Nath, 2021).

A hiperglicemia, sinal tipico do DM, causa disfungcéo das células endoteliais e
das células do sistema imune, com subsequente ativacdo da proteina quinase C
(PKC). Com isso, o aumento da glicemia plasmatica induz a formacao de produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs) que resultam em muitas das complica¢des
subjacentes da doenga. A formacdo acelerada nédo enzimatica de AGEs na

hiperglicemia aumenta a expressao e a atividade da NAD(P)H oxidase, que entao gera

mais Oz via ativacdo PKC. Essa condic¢ao inflamatdria leva ao aumento da expresséo

da iNOS que utiliza o NADPH como cofator e, consequentemente, ao aumento da
producao de NO (Guzik et al., 2000).
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2. JUSTIFICATIVA

A obesidade é considerada um estado de inflamagao crénica de baixo grau, estando
diretamente ligada a doengas metabdlicas, como DM2. Estudos demonstraram que a
ativagao do receptor PPARYy por agonistas totais tem efeitos eficazes no tratamento
de resisténcia a insulina e DM2, porém estao associados a efeitos adversos, como
ganho de peso, retencao de liquidos, perda éssea e toxicidade cardiovascular. O GQ-
16, como agonista parcial do receptor PPARy, por outro lado, mostrou efeito

sensibilizador de insulina, sem efeitos adversos graves.

A INOS é uma enzima que produz NO, e sua superexpressao esta associada a
varias doencgas crbnicas inflamatodrias, incluindo DM2. A partir dessa informacgao, o
ajuste fino do estudo dos agonistas parciais do receptor PPARy e a modulagéo da
expressao proteica de INOS surge como uma opg¢ao viavel para abrir novos caminhos

para o tratamento de DM2.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Analisar experimentalmente como os agonistas do receptor PPARy afetam a
expressao proteica da iINOS em macrofagos murinos cultivados da linhagem RAW

264.7, quando expostos ou ndo a um estimulo inflamatdrio.

3.2. Objetivos Especificos

e Estudar o efeito da rosiglitazona e GQ-16 em 24 horas de tratamento sobre
a expressao proteica de iINOS, com e sem LPS, em cultura de macrofagos.
e Estudar o efeito do antagonista de PPARy T007 sobre a expressao proteica

de iINOS em cultura de macrofagos.
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4. METODOLOGIA
4.1. Cultura celular

Macréfagos murinos da linhagem 264.7 foram cultivados em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contendo 2 mM de glutamina, 50U/mL
de penicilina, 50 yL/mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino em atmosfera a
37°C e 5% de CO». O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias para conferir nutrigdo
e diferenciacdo dos macréfagos, e apos confluéncia celular de aproximadamente

80%, 500 mil células foram plaqueadas em placas de 6 pocos.
4.2. Tratamento e lise celular
Foram realizados 9 tratamentos:

1. DMSO (0,01%)

2. LPS (100 ng/mL)

3. T007 (20 uM)

4. Rosiglitazona (10 M)

5. Rosiglitazona + LPS

6. TOO7 + LPS + Rosiglitazona

7. GQ-16 (105 M)

8. GQ-16 +LPS

9. TOO7 + LPS + GQ-16

No tempo 0, foi administrado o LPS (100 ng/mL). Ap6és 30 minutos, foi
adicionado o antagonista do receptor PPARy, TO07 (20 uM). No tempo 60 minutos
foram adicionados os agonistas (GQ-16 a 10° M e rosiglitazona a 10> M) e o controle
(DMSO 0,01%).

Ap0ds 24 horas de tratamento, os pocos das placas foram lavados com tampao
PBS-EDTA gelado. Para a lise celular, foi adicionado o tampéao de lise (tampao RIPA
contendo ortovanadato de sédio a 2 mM, pirofosfato de sédio a 10 mM e coquetel
inibidor de proteases diluido 100x. As células aderentes foram removidas das placas
utilizando um raspador de células e transferidas para microtubos tipo Eppendorf. Em
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seguida, as amostras foram lisadas por meio updown com seringa e agulha. Apds a
lise, as amostras permaneceram no gelo por 30 minutos e entao foram centrifugadas
a 12.000 RPM por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado, transferido para

novos microtubos e armazenado em freezer a -80 °C.

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford, utilizando leitor
de placas e leitura da absorbancia a 595 nanémetros. Para cada amostra, foram
utilizadas 15 ou 20 pg de proteinas. Apds a quantificagdo, as proteinas foram
desnaturadas em banho seco a 95 °C por 5 minutos, previamente preparadas em
tampao de amostra Laemmli a base de B-mercaptoetanol, e apds isso, armazenadas

em freezer a -80 °C.
4.3. Western Blot

As amostras foram aplicadas em gel de acrilamida a 10% e submetidas a
eletroforese em voltagem de 100V por 1 hora e 30 minutos em solugao de eletroforese.
ApOs a eletroforese, os géis foram transferidos para membrana de PVDF em sistema

semisseco a 24V por 1 hora e 30 minutos em tampao de tranferencia.

Em seguida, as membranas foram submetidas a solugédo de bloqueio (5% de
leite em pd desnatado Molico em TBS-T) por 2 horas, a temperatura ambiente, sob
agitacao. Apos o bloqueio, as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com
o anticorpo anti-iNOS (Ref.: ab15323, Abcam) produzido em coelho, na diluicao de
1:1000 em solugao de bloqueio (5% de leite em pd desnatado em TBS-T), durante a

noite a 4 °C sob agitagéo.

Apds esse periodo, as membranas foram lavadas novamente com TBS-T e
incubadas com o anticorpo secundario anti-coelho conjugado com peroxidase, na
diluicdo de 1:4000 em solugao de bloqueio a 1%, por 1 hora a temperatura ambiente,
sob agitagdo. Para a detecgdo das bandas por quimioluminescéncia, foi utilizado o

reagente Amersham ECL Prime, seguido da revelagao em um fotodocumentador.

Para o controle interno, a membrana foi submetida ao processo de lavagem,
seguida de bloqueio com solugdo de bloto a 5%. Posteriormente, foi incubada
overnight com o anticorpo primario anti-GAPDH (1:1000) produzido em coelho,

seguido pelo anticorpo secundario anti-coelho conjugado com peroxidase (1:4000).
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4.4. Analise estatistica

A quantificagdo das bandas foi realizada utilizando o software Imaged. Os
resultados foram analisados e apresentados na forma de média +/- erro padréo da
média (EPM), sendo comparados por teste U de Man-Whitney para 2 amostras ou
Kruskal-Wallis para avaliagdo de multiplos grupos experimentais. O critério de

significancia das analises foi o valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do LPS e de agonistas PPARy na expressao proteica da iNOS com
24 horas de tratamento em células RAW 264.7.

Na Figura 3, observa-se que o tratamento de cultura de macréfagos com LPS
(100 ng/mL) por 24 horas aumentou a expressao de iINOS em comparagao ao controle
com DMSO (0,01%), porém né&o alcangou significancia estatistica, uma vez que o
numero de experimentos foi 3, tendo uma grande variagdo entre os experimentos,
embora em todos os experimentos, o LPS (100 ng/mL) aumentou (tabela 3). O LPS
foi escolhido para estimular a inflamagéo devido ao reconhecimento e validagdo em
estudos inflamatérios. Sua acessibilidade permite uma facil padronizagcdo em

experimentos.

Figura 3. Efeito do tratamento com LPS sobre a expressao proteica de iNOS em células RAW
264.7. Macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7 foram tratados com controle (DMSO 0,01%) e LPS
(100 ng/mL) por 24 horas. Apos o tratamento, as células foram coletadas e lisadas com tampéo de lise
celular, e a expresséao proteica da enzima iNOS foi detectada por western blot. Como controle interno
foi usada a GAPDH. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (n=3) e p <
0,05. Nao foi observada significancia estatistica, quando comparados por teste U de Man-Whitney para

2 amostras ou Kruskal-Wallis para avaliagdo de multiplos grupos experimentais.
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Fonte: Autoria prépria, Graph Prism 5.0.
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Tabela 3. Aumento da expresséo de iINOS ap6s estimulo inflamatério com LPS (100 ng/mL) em
relacdo ao controle (DMSO 0,01%) expresso % para cada experimento analisado. Os trés
experimentos diferem apenas pelos dias que foram conduzidos.

Aumento da expresséo de iNOS
Experimentos realizados apos estimulo com LPS (%) em
relacdo ao controle (DMSO 0,01%)

Experimento 1 2324
Experimento 2 139
Experimento 3 982

Fonte: Autoria prépria.

A expressao proteica da iINOS nao pode ser observada na auséncia do estimulo
inflamatdrio LPS (100 ng/mL), como pode ser observado na figura 4. Esse resultado
ja era esperado uma vez que essa enzima tem sua expressao mediante condigbes
inflamatadrias, e entdo os experimentos seguintes foram realizados utilizando apenas

o tratamento com o estimulo inflamatoério.

Figura 4. Efeito de agonistas de PPARy na expressao proteica da iNOS na ausencia de LPS em
células RAW 264.7. Macréfagos murinos RAW 264.7 foram tratados com controle (DMSO 0,01%),
agonista total (rosiglitazona 10-° M) e agonista parcial (GQ-16 105 M) ou LPS (100 ng/mL). Apds 24
horas de tratamento as células foram lisadas e colhidas para detecgao proteica da iNOS. A proteina

GAPDH foi usada como controle interno.

DMSO ROSI GQ-16 LPS
- Total
iNOS
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Fonte: Autoria prépria.
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5.2. Efeito da rosiglitazona, GQ-16 e T007 na expressao proteica da iNOS
estimulada pelo LPS em células RAW 264.7.

Os tratamentos com o agonista parcial de PPARy, GQ-16 (10> M), e o agonista
total, rosiglitazona (10-° M), ndo demonstraram efeitos significativos sobre a expressao
de iINOS induzida pelo estimulo inflamatério com LPS (100 ng/mL) em 24 horas de
tratamento. Da mesma forma, o antagonista de PPAR T007 (20 uM) nao alterou a
resposta do GQ-16 (10° M) e rosiglitazona (10° M) na presenga do estimulo

inflamataério (Figura 5a e 5b).

Figura 5. Efeito da rosiglitazona e GQ-16 sobre a expressdo proteica de iINOS estimulada por
LPS em células RAW 264.7. Inicialmente as células foram tratadas com LPS (100 ng/mL), e apés 30
minutos, pelo antagonista do PPARy, T0O07 (20 uM) durante 30 minutos. Apos esse tempo, as células
foram tratadas com rosiglitazona (10-5> M) (figura 5a) e GQ-16 (10° M) (figura 5b) por 24 horas. O
imunoensaio foi realizado com os anticorpos anti-iNOS e como controle interno anti-GAPDH. Adeteccao
das bandas foi feita por quimioluminescéncia. A analise densitométrica foi realizada a partir do software
Image J. Os valores séo apresentados como média + erro padrdo da média (n = 3).
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Fonte: Autoria prépria, Graph Prism 5.0.
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Devido ao pequeno numero de experimentos (n=3), os resultados n&o
apresentaram significancia estatistica. Contudo, a analise da tabela de
densitometria das bandas (Tabela 4) sugere uma reducéo na expressao de INOS
no tratamento com rosiglitazona (10° M), onde parece haver participacdo do
receptor PPARy. Para confirmar essa observacdo serdo necessarios mais

experimentos.

Tabela 4. Valores de densitometria obtidos por western blot para a expressao de iNOS em células
tratadas rosiglitazona (10-° M). Os tratamentos incluem LPS + ROSI, LPS + T007 + ROSI. Os valores
representam a intensidade das bandas de iINOS em trés experimentos que variam apenas pelos dias
que foram realizados.

Experimento Experimento Experimento
LPS Tratamento
1 2 3
LPS+ROSI 113 78,6 47,4
100
LPS+ROSI+T007 15,1 93,5 21,6

Fonte: Autoria propria.

Assim como nos tratamentos com a rosiglitazona (tabela 4), a analise dos
dados de densitometria das bandas (Tabela 5) sugere uma diminuicdo na expressao
de iNOS nas células tratadas com GQ-16. Isso pode indicar uma possivel modulagao
da expressdo de iINOS mediada por esse composto. Para validar essa observacgao,
serao necessarios experimentos adicionais para aprofundar a analise do efeito do GQ-
16 na regulacao da expressao de iNOS.
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Tabela 5. Valores de densitometria obtidos por western blot para a expressao de iNOS em células
tratadas com GQ-16 (10°M). Os tratamentos incluem LPS + GQ-16, LPS + T007 + GQ-16. Os valores
representam a intensidade das bandas de iINOS em trés experimentos, que variam unicamente pelos
dias em que foram realizados

Experimento Experimento Experimento
LPS Tratamento
1 2 3
LPS+GQ-16 163,4 86,8 63,1
100
LPS+GQ-
87,5 28,9 30,4
16+T007

A figura 6 é a representacdo das bandas de western blot de um Uunico
experimento com os tratamentos, onde observa-se o estimulo inflamatério LPS
aumentando a expressdo da proteina INOS, e o efeito do tratamento com
rosiglitazona, bem como do antagonista de PPARY sobre a expressao dessa proteina

estimulada por LPS.

Figura 6. Bandas de western blot. Os macréfagos murinos RAW 264.7 foram pré-tratados com LPS
(100 ng/mL), ap6s 30 minutos foi adicionado o TO07 20 uM, e apds 60 minutos do tempo inicial, o
controle (DMSO 0,01%) e o agonista total (rosiglitazona 10-° M) e parcial (GQ-16 10 M) foram
adicionados. As células foram colhidas e a proteina iINOS foi detectada por western blot. A figura
representa as bandas de western blot de um Unico experimento, com todos os tratamentos. Observa-
se o estimulo inflamatdrio do LPS sobre a expressao da proteina iNOS.

LPS

DMSO LPS+ROSI  LPS+GQ-16 T007+ROSI T007+GQ-16

- - TOTAL
i - -
Controle interno
GAPDH

Fonte: Autoria propria.
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6. DISCUSSAO

Segundo a OMS, a obesidade cresce a cada ano, com a prevaléncia da
obesidade adulta mundial dobrando entre 1990 e 2022, enquanto a obesidade
adolescente quadruplicou (World Health Organization, 2022). Os riscos causados pela
obesidade s&o cada vez mais documentados, incluindo diabetes, doencas
cardiovasculares, cancer, disturbios neuroldgicos, entre outros. Devido a estreita
relacdo entre obesidade e diabetes, o termo “diabesidade” foi criado para denotar a
forte interligagdo entre obesidade e DM2 (Alkhalifah et al., 2024).

Pensando nisso, as TZDs, por meio da ativagdo do PPARYy, diminuem a
resisténcia a insulina, melhoram o metabolismo lipidico e possuem agao anti-
inflamatdria. No entanto, as TZDs apresentam diversos efeitos adversos graves, como
retencdo de liquidos, edemas, insuficiéncia cardiaca congestiva, perda éssea e cancer
de bexiga. (Wang; Dougherty; Danner, 2016). Devido aos efeitos colaterais das TZDs,
surgiu a necessidade de desenvolver agonistas parciais de PPARy como o GQ-16,

que mantém os efeitos benéficos sem os efeitos adversos. (Amato et al., 2012)

A obesidade ativa a proteina CDK5 nos tecidos adiposos, promovendo a
fosforilagao do PPARY no residuo Ser-273, desregulando inumeros genes controlados
por PPARY, como a adiponectina, cuja funcao é sensibilizar insulina. Nesse contexto,
as TZDs inibem a fosforilagdo do PPARy mediada por CDK5. Dessa forma, a
fosforilagdo mediada por CDK5 esta envolvida na patogénese da resisténcia a insulina
(Choi et al., 2010).

De acordo com analise estrutural por raio X nos estudos de Amato e
colaboradores (2012), o GQ-16 nao se liga ao PPARy da mesma maneira que a
rosiglitazona. O GQ-16 se liga paralelamente a hélice H3 sem interagir com a hélice
H12 de ativagdo, estabilizando a folha B do receptor. Ja a rosiglitazona se liga
perpendicularmente a H3, estabilizando diretamente a hélice H12. Essa diferenca

resulta na ativagao seletiva de genes-alvo.

O GQ-16 é considerado um agonista parcial fraco. Estudos mostram que o GQ-

16 provoca um terco da ativagao de rosiglitazona, mesmo em altas concentragdes.

Apesar disso, 0 GQ-16 melhora a toleréncia a glicose e bloqueia a fosforilagao do Ser-

273 e de vias inflamatdrias, de forma semelhante a rosiglitazona, porém, o GQ-16 n&o
provoca ganho de peso (Amato et al, 2012).
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Experimentos de Coelho e colaboradores (2016), indicaram que o GQ-16
diminui o ganho de peso a partir da reducéo de adiposidade visceral e subcutanea em
experimentos com camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura,
induzindo a expressdo de genes relacionados a termogénese. Em contraste, a

rosiglitazona aumenta a massa nos depositos de gordura.

No presente estudo podemos observar que nao houve variagao estatistica
significativa entre o grupo controle e o LPS, nem com a combinagdo de LPS e
agonistas de PPARYy, conforme demonstrado nas figuras 5a e 5b. No entanto, estudos
anteriores ja evidenciaram o papel dos agonistas de PPARY na resposta inflamatéria
induzida por LPS principalmente através da inibicao da transcrigao dependente de NF-
KB de genes inflamatorios (Lin et al., 2014; Kondreddy; Kamatham, 2016; Jung et al.,
2009).

No estudo de Lin e colaboradores (2014), a rosiglitazona (1-25 uM) inibiu
significativamente a liberagdo de NO induzida por LPS (5 pg/mL) via iINOS em
macréfagos murinos RAW 264.7. A rosiglitazona foi adicionada por 30 minutos antes
da estimulagdo com LPS por 24 horas. Além disso, o antagonista do PPARy, GW9622
(10 uM), foi administrado as células por 30 minutos antes do tratamento com
rosiglitazona. Apds a estimulagcdo com LPS, GW9622 nao reverteu a capacidade da
rosiglitazona de bloquear a produgcado de NO. Logo, esses resultados sugerem que o
efeito anti-inflamatério da rosiglitazona ndo é mediado pelo PPARy, mas sim pelo
envolvimento da inativacdo da Akt, um processo que ocorre de forma independente
do PPARYy. Esse estudo apresenta diferencas experimentais quando comparadas com
este trabalho, tanto em relagdo a ordem de tratamento, como a concentragao de LPS.

Isso pode explicar os diferentes resultados.

Estudos de Kondreddy e Kamatham (2016) corroboram essa perspectiva, ja
que em seus experimentos em células RAW 264.7 tratadas com o agonista endégeno
do PPARYy, acido docosahexaendico (DHA) (50 pM) e celoxibe (20 uM), houve uma
diminuicdo de COX-2 e iNOS nas células estimuladas com 5 ug/mL de LPS por 24
horas. Isso foi associado ao aumento da atividade do PPARYy que suprimiu a atividade
do NF-kB no nucleo. O antagonista, GW9662 (10 uM), aboliu a ativagdo de PPARy
induzida pelo DHA, porém nao alterou os efeitos anti-inflamatérios mediados por NF-
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KB, sugerindo que o efeito anti-inflamatoério observado foi por uma via independente
de PPARYy.

Jung e colaboradores (2009) estudaram o agonista do PPARy, 15d-PGJ2 (1-
20 yM) em astrocitos de ratos, e ele foi capaz de inibir a sintese de INOS a partir do
estimulo de LPS/IFN-y (0,5 ug/50 U/mL) por 24 horas e inibir a via de sinalizagao de
NF-kB e PI3K/Akt em astrécitos, porém, novamente, o antagonista GW9866 (1-20
MM) ndo reverteu a inibigdo mediada por 15d-PGJ2 de atividades inflamatérias de
iINOS ou NF-kB mediadas por LPS/IFN-y, sugerindo que n&o € necessario a presenga
do PPARYy para inibir a indugao de iNOS em astrécitos primarios de ratos. O estudo
aponta que a regulagao de IKK por Akt seja 0 mecanismo de agao anti-inflamatéria de
15d-PGJ2 (Giri et al., 2004).

O efeito do GQ-16 na diminuicdo da adiposidade tem sido amplamente
estudado e mais reconhecido do que seus efeitos na atividade anti-inflamatéria.
Diversos estudos demonstraram que o GQ-16 exerce uma agao significativa na
reducao da gordura corporal (Coelho et al., 2016; Amato et al., 2012) o que tem atraido
atencado devido a crescente preocupacdo com doengas metabdlicas associadas a
obesidade. Embora os efeitos na adiposidade sejam mais amplamente reconhecidos,

a atividade anti-inflamatéria do GQ-16 também tem sido investigada.

De acordo com os experimentos de Cavalcanti e colaboradores (2021), o GQ-
16 demonstrou a capacidade de neutralizar a resposta inflamatéria induzida por
radiagéo ionizante. Nesse estudo, amostras de sangue foram irradiadas com 2 Gy e
as células mononucleares foram tratadas com LPSF/GQ-16. Os resultados mostraram
que LPSF/GQ-16 reduziu a expressao de IFN-y e TNF-a nos grupos tanto radiados

quanto nao radiados.

Além disso, o GQ-16 parece desempenhar um papel importante na esclerose
sistémica por apresentar propriedades imunomoduladoras e antifibréticas. Nos
estudos de Almeida e colaboradores (2024), o LPSF/GQ-16 modulou a secreg¢ao de
IL-2, IL-4, IL-6, IL-17A, TNF e IFN-y em culturas de células mononucleares do sangue
periférico. Essas células foram estimuladas com fitohemaglutina e tratadas por 48h
com LPSF/GQ-16. Ademais, a esclerose sistémica foi induzida em camundongos por
injecbes de acido hipocloroso por 6 semanas. Assim que a esclerose estava

confirmada, receberam o tratamento diario de LPSF/GQ-16 (30 mg/kg) por inje¢des
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intraperitoneais por mais 6 semanas. A partir desse experimento, foi possivel observar
a reducgao significativa no espessamento da pele, no acumulo de colageno dérmico e
na supressao de marcadores de fibrose na pele, reducéo da ativacdo de células CD4*

e macréfagos M2 (Almeida et al., 2024.).

De acordo com os estudos relatados, o modelo de indugéao inflamatéria por LPS
por 24 horas leva a ativagao da via iNOS, e o uso de agonistas PPARy diminuem a
expressao proteica, e consequentemente sua via de inflamacgao (Lin et al., 2014;
Kondreddy; Kamatham, 2016). Porém, o presente estudo contém limitagdes devido
ao pequeno numero de amostras (n=3), nao caracterizando significancia estatistica.
Os resultados indicam a necessidade de estudos adicionais com um maior numero de
amostras para confirmar essa hipotese. Logo, ndo se pode descartar a possibilidade
de que a rosiglitazona e o GQ-16 exergam influéncia sobre a INOS sob estimulo

inflamatoério.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que os agonistas de PPARy sao alvos promissores para o
tratamento da obesidade e de doencas inflamatdrias. No entanto, novos experimentos
deverdo ser executados para obter um maior numero de amostras e garantir
significancia estatistica, possibilitando uma melhor compreensdo dos mecanismos

envolvidos.

Este estudo é de grande importancia para o farmacéutico, pois aborda questdes
sobre desenvolvimento de tratamentos mais seguros e eficazes para o DM2. O foco
na utilizacdo de agonistas parciais de PPARy, como o GQ-16, surge como uma
alternativa mais segura aos agonistas totais, como a rosiglitazona, que possuem
efeitos adversos graves. Para o farmacéutico, isso representa uma oportunidade de
trabalhar com opc¢des terapéuticas que, ao minimizar os efeitos colaterais, podem
melhorar a adesdo dos pacientes ao tratamento e, consequentemente, a sua

qualidade de vida.

Em resumo, as perspectivas futuras envolvem a continuagdo do
desenvolvimento de agonistas mais seguros e a exploragdo de novas tecnologias

tratamentos mais eficazes e com menos efeitos colaterais para os pacientes.
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