UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pds-Graduagdo em Farmacia
Area de Analises Clinicas

Propriedades antiaterogénicas de novas tiazolidino-2,4-dionas

Fernanda Andrade de César

Tese para obtencao do grau de
DOUTOR

Orientador:
Prof. Dr. Dulcineia Saes Parra Abdala

Sao Paulo
2013



Ficha Catalogrifica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentacao do Conjunto das Quimicas da USP.

César, Fernanda Andrade de

Propriedades antiaterogénicas de novas tiazolidino-2.4-dionas /
Fernanda Andrade de César. -- Sdo Paulo, 2013.

162p.

Tese (doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo. Departamento de Analises Clinicas
e Toxicologicas.

Orientador: Abdala. Dulcinéia Saes Parra

1. Bioquimica clinica 2. Aterosclerose I. T. III. Abdala.
Dulcinéia Saes Parra, orientador.

616.0756 CDD




Fernanda Andrade de César

Propriedades antiaterogénicas de novas tiazolidino-2,4-dionas

Comissao Julgadora
da
Tese para obtensao do grau de DOUTOR

Profa. Dra. Dulcineia Saes Parra Abdalla
Orientador/Presidente

1° Examinador

2° Examinador

3° Examinador

4° Examinador

Sao Paulo, de







Ao meu companheiro,
Janiel Freitas

Aos meus pais
Fernando e Maria do Céu

Aos meus avos
Cezar e Eliete (in memorian)
Valdir e Gilda (in memorian)

E, a minha Bisa,
Francisca Ferrreira (in memorian)






AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradego a Deus pela oportunidade de realizar o sonho de
estudar em uma das principais universidades do pais, e a partir deste, poder empreender
tantos outros sonhos. Também, agradeco a forca de vontade que me destes para suportar
a saudade da familia, dos amigos, do meu povo, da minha terra, que tentou muitas vezes
levar-me a desistir.

A meu parceiro, amigo e amor, Janiel Freitas, que participou de todas as etapas
desta tese, aguentou fins de semana de auséncia e estudo, ¢ me deu todo o suporte
emocional necessario para que eu realizasse este trabalho.

A meus pais, razdo da minha existéncia, que suportaram meses de auséncia e
datas especiais sem a minha presenga, sem queixas. Eu vivo para lhes fazer felizes, e
amo muito voces.

A Profa. Sueli Lins Galdino, por acreditar mais em mim do que eu mesma. A
realizacdo deste trabalho s6 foi possivel por sua causa, por sua confianga em colocar
projetos sob minha responsabilidade. Sempre admirei como a pesquisa era um sonho em
sua vida, e como vocé perseverava por este sonho, nunca desistindo. Muito obrigada por
sempre lutar por mim, e a meu lado... Eternas saudades...

A Profa. Dulcineia, minha orientadora, pela oportunidade de fazer parte do seu
grupo de trabalho, pela confianca de entregar um projeto a mim, depois de breves
encontros, e pela convivéncia e aprendizagem ao seu lado. Muito obrigada...

Ao grupo de pesquisa da Profa. Dulcineia, pelo trabalho conjunto e amizade.
Este trabalho ndo teria saido do papel sem vocés, e eu tenho orgulho em dizer que ndo
somos colegas de trabalho, mas sim amigos. A Martina, que foi a pedra fundamental na

minha adaptag@o e no inicio do projeto. Nunca esquecerei como vocé ajuda e orienta a



todos nos, e sempre serei grata por tudo. A Luciane e Julio, com quem aprendi a
trabalhar com as células e animais, e a rir muito. Hoje, vocés estdo seguindo novos
rumos, mas sempre terdo uma amiga para lhes ouvir em mim. A Cris, que chegou
depois de mim para trabalhar com as TZDs, e com seu jeitinho timido conquistou a
todos nos, e acrescentou muito aos meus resultados. A Marcela, sempre disposta a
ajudar, a ouvir, a aconselhar, sem restrigdes € com muita generosidade. Vocé tem um
futuro brilhante pela frente, e eu estarei ao seu lado para comemorar. A Tanize, Alda,
Elaine e Soraya, que apesar de ndo trabalharmos juntas, estavam sempre dispostas a
ajudar e a discutir, muito obrigada pela amizade. A Jacqueline e Renila, os mais novos
membros do grupo das TZDs, tor¢o muito por vocés e sei que terdo muito €xito em tudo
que fizerem. A Alejandro e Nicolas, pela disponibilidade de tempo para discussdo dos
projetos, pela amizade oferecida, e por terem me ensinado o pouco de espanhol que
vocés falam, e ndo o chileno.

Ao Prof. Ivan Pitta e Profa. Maria do Carmo Lima (Nena), pela colaboragao com
a sintese das TZDs, pela disponibilidade para discussdo e pela convivéncia nos ultimos
7 anos. Muito do que sei aprendi com vocés, espero continuar a fazé-lo.

Ao Prof. Lisardo Boscé e Profa. Beatriz de Las Heras, pela oportunidade de
realizar o doutorado sanduiche na Espanha, e principalmente, fazer parte do seu grupo
de pesquisa. As suas alunas Irene Cuadrado e Izaskun Rodal, por toda a solicitude em
receber-me, senti-me em casa com elas.

A Profa. Marisa passareli e sua aluna Gabriela Castilho, pela colaboragdo com o
estudo em efluxo de colesterol, realizado no ultimo ano. Esses resultados foram muito
importantes para este estudo, e a contribui¢do de vocés foi enorme, principalmente para

o meu conhecimento pessoal. Aprendi muito e sempre serei grata.



Ao Laboratorio de Hematologia, do Departamento de Andlises Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP, pela disponibilidade de equipamentos e
conhecimento. As alunas Amanda e Karina, cuja contribuicio técnica e tedrica foi
essencial durante toda a realizagdo deste trabalho.

Ao Laboratorio de Patologia, do Departamento de Andlises Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP, pela disponibilidade de equipamentos,
como o criostato.

Aos funciondrios do Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP, pela
ajuda no manejo e manutencao dos camudongos, durante os ensaios experimentais. Sem
a sua colaboracgao, o trabalho seria muito maior e mais dificil.

As secretarias do Departamento de Analises Clinicas, Ana, Dora, Suely e Edna,
e aos secretarios da Pos-Graduagao da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP, Jorge
e Elaine, por toda a disponibilidade em ajudar e facilitar a nossa vida, principalmente
nas questoes burocraticas.

Aos meus grandes amigos, que sempre estiveram presentes, em cada passo desta
longa caminhada.

A todos que ndo foram citados, mas foram essenciais a realizagdo desta tese de
doutorado.
E, novamente, a todos, que continuardo participando de todos os projetos da

minha vida...






Onde vocé vé um obstaculo,
alguém vé o término da viagem
e o outro v€ uma chance de crescer.

Onde vocé vé um motivo pra se irritar,
Alguém vé a tragédia total
E o outro vé uma prova para sua paciéncia.

Onde vocé vé a morte,
Alguém vé o fim
E o outro vé o comeco de uma nova etapa...

Onde vocé vé a fortuna,
Alguém vé a riqueza material
E o outro pode encontrar por trds de tudo, a dor e a miséria total.

Onde vocé vé a teimosia,

Alguém vé a ignorancia,

Um outro compreende as limitagdes do companheiro,
percebendo que cada qual caminha em seu proprio passo.

E que ¢ inutil querer apressar o passo do outro,
a ndo ser que ele deseje isso.

Cada qual vé o que quer, pode ou consegue enxergar.

"Porque eu sou do tamanho do que vejo.
E ndo do tamanho da minha altura."

Fernando Pessoa






RESUMO

CESAR, F. A. Propriedades antiaterogénicas de novas tiazolidino-2,4-dionas. 2012.
142 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo, 2012.

Tiazolidinadionas (TZDs) sdo agentes sensibilizadores de insulina que agem por ligacdo
ao receptor gama ativado por proliferador de peroxissomos (PPARy). Elas tém
apresentado efeitos cardioprotetores em humanos e propriedades anti-aterogénicas em
modelos animais. Estudos in vitro t€ém sugerido que esses efeitos anti-aterogénicos da
ativagdo de PPARYy ocorrem por inibi¢do da expressdo de genes pro-inflamatorios e por
aumentar o efluxo de colesterol via ativacdo dos receptores LXR-ABCA1. Entretanto,
varios efeitos colaterais sdo associados ao tratamento com as TZDs, tornando necessaria
a pesquisa por novos compostos desta classe. Neste estudo, 14 novas tiazolidina-2,4-
dionas, que sdo TZDs modificadas por bioisosterismo, foram avaliadas quanto a
expressdo de fatores aterogénicos e inflamatorios em linhagens de macréfagos J774 e
RAW 264.7 ¢ em camundongos com delecio genética para o receptor de LDL (LDLr").
Apds a avaliacdo da citotoxicidade em macrofagos, foram eleitas cinco TZDs,
denominadas de GQ-11, GQ-97, GQ-177, GQ-145 ¢ LYSO-7. Trés destas TZDs (GQ-
145, GQ-177 e LYSO-7) aumentaram significativamente a expressdo de RNAm dos
fatores de transcricio PPARyl, PPARY2 e do receptor CD36, assim como também
aumentaram a expressdao génica de ABCA1 em 2.9, 3.5 e 6.7 vezes, respectivamente.
Em adigdo, estas TZDs diminuiram a expressao génica de iNOS, COX2, VCAM e IL-6
associado a reducdo na producdo de nitritos, mas apenas a LYSO-7 reduziu
significativamente a expressdo desses genes quando comparada a rosiglitazona (RSQG),
além de diminuir a expressdo da proteina-1 quimiotatica para mondcitos (MCP-1). No
estudo experimental, os camundongos LDLr" machos foram alimentados com dieta
hipercolesterolémica por 16 semanas e quatro semanas antes da eutandsia receberam os
derivados tiazolidinicos (20 mg/kg/dia) por gavagem. GQ-177 inibiu a progressdo da
placa aterosclerdtica associada a aumento nas concentragcdes plasmaticas de HDL-C,
com elevacdo na expressao de ABCAL, e redugdo da via inflamatéria CD40-CD40L.
LYSO-7 também mostrou inibicdo da aterogénese associada a reducdo das
concentragdes plasmaticas de colesterol total e triacilglicerdis, com diminuicdo na

interacdo entre CD40-CD40L e expressdo de citocinas inflamatorias. A GQ-145 nao



alterou os niveis plasmaticos dos lipideos, mas aumentou a expressao de todos os genes
pro-aterogénicos e pro-inflamatorios. Adicionalmente, as vias de ativagdo destas novas
TZDs também foram estudadas por ensaio de luciferase, como gene reporter. A GQ-177
induziu ativagdo de PPARYy e ligacdo ao seu dominio, enquanto a LYSO-7 estimulou
ativagdo de PPARa e PPARGS. Portanto, conclui-se que as novas TZDs, especialmente a
GQ-177 e a LYSO-7, podem apresentar propriedades ateroprotetoras associadas ao
transporte reverso de colesterol e aos efeitos antiinflamatdrios, e poderiam ser uma
alternativa promissora para o tratamento da aterosclerose. Porém, estudos
complementares sdo requeridos para caracterizar as vias de sinalizagdo intracelular,

visto que as duas demonstraram ativar diferentes isotipos do fator de transcricio PPAR.



ABSTRACT

CESAR, F. A. Antiatherogenic properties of new thiazolidin-2,4-diones. 2012. 142
p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo, 2012.

Thiazolidinediones (TZDs) are insulin-sensitizing agents that act by binding to
peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARY). They have been demonstrated to
possess cardioprotective effects in humans and antiatherogenic properties in animal
models. In vitro studies have also suggested that these antiatherogenic effects of PPARYy
activation occur by inhibiting the inflammatory gene expression and by increasing
cholesterol efflux via LXR-ABCA1 activation. However, several side effects are
associated with TZDs treatment making necessary the search for new compounds. In
this study, 14 new thiazolidine-2,4-diones, modified TZDs by bioisosterism, were tested
for aterogenic and inflammtary factors in RAW 264.7 macrophages and in low-density
lipoprotein receptor-deficient mice. After the citotoxicity evaluation in RAW 264.7
macrophages the TZDs named GQ-11, GQ-97, GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 were
selected for this study. Three of these TZDs (GQ-177, GQ-145 and LYSO-7)
significantly increased the expression of PPARyl, PPARy2 and CD36 mRNA, and
enhanced the expression of ABCA1 mRNA in 2.9, 3.5 and 6.7 fold, respectively.
Moreover, they also significantly decreased the expression of iNOS, COX2, VCAM and
IL-6 mRNA in relation to control, and these results are associated to reduction on nitrits
concentration. In addition, LYSO-7 significantly reduced the expression of these genes
when compared to rosiglitazone, and decreased expression of MCP1 mRNA. In the
experimental study, male LDLr" mice were fed an atherogenic diet containing 0.5%
cholesterol for 16 weeks, and 4 weeks before euthanasia they received TZDs (20mg/kg/
per day) by gavage. GQ-177 treatment inhibited progression of atherosclerotic plaque
associated to increased plasma concentrations of HDL-C, with enhance of ABCALI
expression and reduction on CD40-CD40L interaction. LYSO-7 treatment also showed
inhibition of the atherogenesis associated to decreased plasma concentrations of total
cholesterol and TAG, with reduction on CD40-CD40L pathway and inflammatory
cytokines expression.GQ-145 did not alter the lipid plasma levels and increased the
expression of all pro-atherogenic and pro-inflammatory genes. Furthermore, the

activation of PPARs has also been studied, by luciferase assay as reporter gene. GQ-177



induced activation of PPARy, whereas LYSO-7 stimulated activation of PPARa and
PPARP/S. Altogether, our data suggest that the new TZDs derivatives, specially GQ-
177 and LYSO-7, may have atheroprotective properties associated with the reverse
cholesterol transport and anti-inflammatory effects, and could be a promising alternative
for the treatment of atherosclerosis. However, further studies are warranted in order to
characterize the pathways of intracellular signaling since both have demonstrated to

activate different isotypes of PPAR.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) representam a principal causa de
morbidade e morte prematura em todo o mundo e contribuem substancialmente para o
alto gasto com assisténcia médica e cuidados com a satide. Das cerca de 58 milhdes de
mortes a nivel mundial em 2005, 30% foram causadas por DCVs (FIGURA 1), sendo
importante reconhecer que uma propor¢ao substancial destas mortes (46%) foram de
pessoas com menos de 70 anos de idade, no periodo mais produtivo da vida. Além
disso, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO) estima que entre 2006 e 2015, as
mortes por doengas ndo transmissiveis possam aumentar em 17%, enquanto as mortes
por doencas infecciosas, deficiéncias nutricionais e condigdes maternas e perinatais

combinadas diminuam em 3% (WHO, 2007).

Principais causas mundiais de morte, todas as idades,
2005

Doengas Transmissiveis, Doencas Cardiovasculares

condigbes maternas e perinatais,
deficiéncias nutricionais

Injurias
Cancer

Outras doengas crénicas .
Doengas Respiratorias

Diabetes

FIGURA 1: Representagdo das principais causas mundiais de mortalidade proporcional, em
todas as idades, 2005. (Adaptado de WHO, 2005)
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Anteriormente considerado um problema apenas em paises desenvolvidos, o
impacto das doengas cronicas estd crescendo continuamente, em paises de baixa e
média renda, e vem gerando grandes efeitos adversos na qualidade de vida dos
individuos afetados, além de impactos econdmicos negativos para as familias,
comunidades e sociedade em geral. Cerca de 80% das mortes por doengas cronicas
como DCVs, diabetes, cancer e doengas respiratérias ja ocorrem nesses paises (WHO,
2007). No Brasil, as doengas do sistema circulatério ja respondem por 31,8% das causas

de morte no pais (FIGURA 2) (DATASUS, 2011).

Mortalidade Proporcional (todas as idades), 2008

Neoplasias

Doengas do aparelho circulatério

Algumas doengas infecciosas
e parasitarias

Demais causas definidade
Doengas do aparelho respiratério

Afecgbes originadas no
Causas externas de periodo perinatal
mortalidade e mortalidade

FIGURA 2: Principais causas de morte no Brasil, em todas as idades, 2008.
(Adaptado de DATASUS, 2011)

A etiologia primaria das DCVs ¢ a aterosclerose, uma doenga de grandes e
médias artérias caracterizada pela formagdo de placas ateroscleréticas compostas por
um centro necrotico, regides calcificadas, acimulo de lipideos modificados, células

musculares lisas inflamadas, células endoteliais, leucécitos e células espumosas (ROSS,
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1999). Estas caracteristicas demonstram a complexidade da doenga aterosclerotica, na

qual componentes vasculares, metabolicos e imunoldgicos estdo envolvidos.

1.1. Aterogénese

O termo arteriosclerose, referente ao enrijecimento das artérias, foi
primeiramente introduzido por Jean Lobstein em 1829. Poucos anos depois, alteragdes
imunologicas celulares dentro das artérias foram descritas por duas escolas de patologia:
em uma delas, Rudolf Virchow postulou que a inflamag¢ado tinha um papel primario no
processo aterosclerotico; em contraste, Carl Von Rokitansky sugeriu que a disfuncdo
endotelial e inflamacdo seriam secunddrias a injuria inicial na parede vascular, devida a
processos mecanicos e toxinas (MAYERL et al., 2006). Apesar destes estudos, apenas
na década de 1970, apds um século, o modelo de resposta a injaria foi descrito (ROSS,
GLOMSET e HARKER, 1977). Atualmente, um grande numero de estudos tem
enfatizado o papel chave da inflamacdo no inicio e progressdo da aterosclerose, sendo
esta descrita como uma doenca inflamatéria cronica que produz placas arteriais
caracterizadas por infiltrado inflamatorio, acimulo de lipideos, morte celular e fibrose
(ANDERSSON, LIBBY ¢ HANSSON, 2010).

A artéria saudavel apresenta trés camadas distintas morfologicamente. A camada
mais interna, chamada de intima, esta alinhada a uma monocamada de células
endoteliais em seu lado luminal, e a uma camada de fibras elasticas em seu lado mais
periférico. A intima normal ¢ muito fina, e consiste de uma matriz extracelular,
composta por proteoglicanos e colageno, sendo a regido onde as lesdes aterosclerdticas
se formam. A camada média, contem células musculares lisas embebidas em uma

complexa matriz extracelular, rica em elastina e colageno. E, a camada mais externa
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chamada de adventicia, ¢ composta por mastocitos, terminagdes nervosas € microvasos

(FIGURA 3) (LIBBY, RIDKER e HANSSON, 2011).

Célula endotelial

® we ‘ @ o

Adventicia

Fibroblasto

FIGURA 3: Arquitetura de uma artéria saudavel (Adaptado de LIBBY, RIDKER ¢ HANSSON,
2011).

As células endoteliais arteriais normalmente resistem a fixacdo dos gldbulos
brancos do sangue, porém quando sujeitas a estimulos irritantes como dislipidemias,
hipertensdo e mediadores pro-inflamatorios, elas expressam moléculas de adesdo que
captam os leucécitos em sua superficie. Paralelamente, mudancas na permeabilidade
endotelial e na composi¢ao da matriz extracelular promovem a entrada e retengdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) ricas em colesterol na parede arterial (TABAS,
WILLIAMS e BOREN, 2007). Mediadores quimicos, como as particulas quimiotaticas
de mondcitos (MCP-1), também sdo estimulados, direcionando a migracdo dos
leucocitos ligados ao endotélio para a intima arterial. Uma vez residente neste sitio, os

mondcitos se diferenciam em macrdofagos teciduais, internalizam as particulas de LDL
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modificadas, acumulando o colesterol como goticulas citoplasmaticas e se tornam
células espumosas, termo que reflete a aparéncia microscopica destes macrofagos

repletos de lipideos (FIGURA 4) (LIBBY, RIDKER e HANSSON, 2011).

Mondcito

Macrofago

FIGURA 4: Primeiros estagios na formacdo dO ateroma, a partir da entrada de leucocitos para a
intima arterial, captagdo de particulas de LDL modificadas e formagdo da célula espumosa (Adaptado
de LIBBY, RIDKER e HANSSON, 2011)

Estas células espumosas apresentam um perfil pré-inflamatério, com producao
de fatores de crescimento, citocinas pré-inflamatorias (IL-1p, IL-6, IL-12, TNFa, INFy)
e espécies reativas de oxigénio. Alguns fagdcitos mononucleares também tém as
caracteristicas, e provavelmente a fun¢do apresentadora de antigenos, das células
dendriticas. Outras classes de leucocitos, como linfocitos ¢ mastocitos, embora em
menor numero do que os macrofagos, também se acumulam no ateroma nascente ¢
possuem importantes fungdes reguladoras nas placas (GALKINA e LEY, 2009).

Durante esse processo, células musculares lisas migram da camada média para a
intima e proliferam em resposta a mediadores como os fatores de crescimento derivados

das plaquetas. Na intima essas células produzem moléculas de matriz extracelular,
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incluindo colageno intersticial e elastina, e formam uma capa fibrosa que cobre a placa
(FIGURA 5). Esta capa recobre uma colecdo de células espumosas, algumas das quais
morrem e liberam seu conteudo lipidico, que se acumula extracelularmente. A remog¢ao
ineficaz das células mortas, um processo conhecido como eferocitose, pode promover o
acimulo de restos celulares e lipideos extracelulares, formando um centro rico em

lipideos chamado core necrético da placa (FIGURA 6) (TABAS, 2010).
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FIGURA 5: Migragdo das células musculares lisas e formagao da capa fibrosa (Adaptado de LIBBY,
RIDKER e HANSSON, 2011).

Este cendario inflamatdrio estimula a expressdo de metaloproteinases de matriz
(MMPs), enzimas que degradam colageno, e também gera mediadores que promovem a
morte das células musculares lisas, as quais sdo a fonte de colageno. Isto torna a capa

fibrosa mais fina, pobre em colageno, composta por poucas células musculares lisas e
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abundantes macrofagos, e dessa forma, mais suscetivel a ruptura. Consequentemente,
quando ha uma fratura da capa fibrosa, o material pro-coagulante no centro da placa ¢
exposto as proteinas de coagulacdo no sangue, resultando em trombose (FIGURA 6).
Portanto, as placas ateromatosas causam manifestagdes clinicas quando esses trombos
interrompem o fluxo localizado, ou embolizam e alojam-se nas artérias distais, e
também quando produzem estenoses que limitam o fluxo sanguineo levando a uma

isquemia tecidual (LIBBY, 2009).

Formagao
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FIGURA 6: Trombose e complicagdes da aterosclerose (Adaptado de LIBBY, RIDKER e
HANSSON, 2011).

A hipdtese de resposta a injaria proposta por Russel Ross (1977) introduziu o

conceito de que o gatilho para a formagao da lesdo aterosclerdtica seria a origem das
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células espumosas através das interacdes entre células endoteliais e mondcitos, e a
proliferacdo das células musculares lisas induzidas por fatores de crescimento. Esse
conceito foi aperfeigoado pela descoberta do papel dos macréfagos, neutrofilos, células
T e células dendriticas, assim como a identificagdo de moléculas sinalizadoras como as
citocinas quimiotaticas, reguladoras do recrutamento e homeostasia das células
inflamatorias. Juntos esses achados oferecem um numero abundante de alvos
especificos que sdo de grande valor para o aperfeigopamento das técnicas diagnosticas e

desenvolvimento de novos farmacos (WEBER e NOELS, 2011).

1.2. Fatores de risco

A prevencdo e o tratamento da doenga aterosclerdtica consistem em reduzir a
incidéncia dos fatores de risco, os quais sdo comumente classificados em fungdo de sua
natureza. Os biologicos sdo aqueles referentes as caracteristicas proprias de cada
individuo como, por exemplo, idade, sexo, historia familiar, concentragdes plasmaticas
das lipoproteinas, diabetes e pressdo arterial. E, os de natureza comportamental sdo
aqueles relacionados ao estilo de vida, como sedentarismo, dieta alimentar, tabagismo e
consumo de alcool. Alguns destes fatores sdo inevitdveis e imutdveis, porém outros
podem ser controlados e modificados, em especial os comportamentais (GUERRA et
al., 2003).

Apesar de um unico fator de risco ser capaz de contribuir para o
desenvolvimento das DCVs, eles tendem a agregar-se, multiplicando o risco de
desenvolvimento de doencas. Um exemplo ¢ a sindrome metabdlica, que segundo a |
Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento para Sindrome Metabdlica (2005), ¢é

uma designacdo atribuida a associagdo de fatores de risco para doencas
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cardiovasculares, vasculares periféricas e diabetes mellitus tipo 2, e se caracteriza pela
combinag¢do de obesidade abdominal, hipertrigliceridemia, dislipidemia, hipertensao
arterial e hiperinsulinemia.

O proprio diabetes mellitus tipo 2 representa um preditor independente de alto
risco para doenca aterosclerdtica e suas consequéncias clinicas. Ele caracteriza-se por
altas concentragdes plasmaticas de triglicerideos, baixas de HDL colesterol, e elevacdes
moderadas de colesterol total e LDL colesterol. Em pacientes diabéticos, o controle da
glicemia tem uma importante influéncia sobre a prevencdo das DCVs, apesar de em
muitos casos o tratamento para dislipidemias ainda se fazer necessario (MANOMI,
GENOVESE e MANNUCCI, 2013).

Portanto, a obesidade e as dislipidemias, com elevadas concentragdes
plasmaticas de colesterol total e concentragdes reduzidas de HDL colesterol, ainda sdo
os principais fatores de risco para as condi¢des associadas a aterosclerose
(ARSENAULT, BOEKHOLDT e KASTELEIN, 2011). Os investigadores do Estudo
Framingham foram os primeiros a mostrar que o risco de DCVs aumenta em funcdo da
quantidade de colesterol transportado pelas fracdes de lipoproteinas como a LDL, sendo
inversamente associado com a concentragdo de colesterol transportada pela HDL, que ¢é
a fracdo de lipoproteina anti-aterogénica (CASTELLI, 1988). Este achado ¢ similar em
ambos 0s sexos, grupos etdrios e etnias. Por isso, a maioria dos algoritmos que avaliam
o risco cardiovascular na pratica clinica utiliza as concentracdes de colesterol total, LDL

colesterol e HDL colesterol como parametros bioquimicos (CONROY et al., 2003).
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1.3. TRATAMENTO

As estratégias para tratamento da doenca aterosclerdtica envolvem duas
abordagens distintas. A primeira ¢ feita através de medidas ndo-farmacoldgicas que
consistem em mudangas comportamentais como aumento da atividade fisica e
modifica¢des alimentares. Essa terapia nutricional deve contemplar questdes culturais,
regionais, sociais e econOmicas, devendo ser agradavel ao paladar e visivelmente
atraente. E, o paciente também deve receber orientagdes relacionadas a selegdo,
quantidade, técnicas de preparo e substituicao dos alimentos (KRIS-ETHERTON et al.,
2002).

De acordo com a IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencao da
Aterosclerose (2007), as recomendacdes nutricionais sugerem um consumo diario de
50-60% de carboidratos, 25-35% de gordura total e, aproximadamente, 15% de
proteinas. Do consumo diario de gordura, deve-se ingerir até 7% de acidos graxos
saturados, até 10% de acidos graxos poliinsaturados e até 20% de acidos graxos
monoinsaturados. Além disso, ¢ recomendado consumir diariamente menos de 200 mg
de colesterol e 20-30 g de fibras.

A segunda abordagem ¢ feita através da intervencdo terapéutica, a qual deve
sempre acontecer com base em uma avaliacdo de risco para DCVs, sendo necessario
realizar um historico detalhado, exame clinico e testes laboratoriais para descobrir o tipo
de dislipidemia presente (BHATNAGAR, SORAN e DURRINGTON, 2008). Pacientes
que apresentam um risco cardiovascular baixo a intermedidrio sdo primeiramente
encaminhados para o tratamento ndo-farmacologico, e caso ndo alcancem as metas, sao

direcionados a intervencdo terapéutica. Por outro lado, os individuos que apresentam
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um alto risco devem iniciar as medidas nao-farmacoldgicas e a terapia com
hipolipemiantes simultaneamente.

Os sequestrantes de acidos biliares ou resinas estdo em uso clinico a mais de trés
décadas, e sdo os mais seguros por nao serem absorvidos pelo intestino, sendo por isso
os Unicos permitidos na infancia e durante a gravidez. Estes farmacos sdo moléculas
carregadas positivamente que se ligam aos 4cidos biliares carregados negativamente e,
devido a formagdo de um complexo de tamanho grande, ndo s3o absorvidos no
intestino, sendo excretados nas fezes ligados aos acidos biliares. Desde que 95% dos
acidos biliares sdo normalmente reabsorvidos, a interrup¢ao deste processo depleta o
pool de 4cidos biliares, e aumenta a sintese hepatica de acidos biliares através de
colesterol. Como resultado, o conteudo de colesterol hepatico diminui, estimulando a
producdo de receptores de LDL, o que eleva a remocgao das particulas de LDL colesterol
da circulagdo e diminui suas concentragdes plasmaticas. Mas este efeito ¢ parcialmente
compensado pelo aumento da sintese hepatica de colesterol causado pelo estimulo da
coenzima A 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG-CoA) redutase, portanto a inibicdo da
atividade desta coenzima por um farmaco especifico aumenta substancialmente a
eficacia das resinas. Adicionalmente, a producdao elevada de 4cidos biliares ¢
acompanhada por um aumento na sintese hepdatica de triglicerideos, aumentando as
concentragdes plasmaticas deste lipideo. Consequentemente, a hipertrigliceridemia
severa ¢ uma contra-indica¢ao ao uso desses farmacos (INSULL, 2006).

As estatinas, comercializadas a partir da década de 1980, sdo os agentes mais
efetivos e melhor tolerados para o tratamento das dislipidemias. Multiplas triagens
clinicas tém documentado a eficacia e seguranca das estatinas em reduzir eventos
cardiovasculares fatais e ndo fatais, acidente vascular cerebral e a mortalidade total

(RIDKER, 2009). Estes farmacos sdo inibidores competitivos da HMG-CoA redutase,
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que cataliza um passo limitante na biossintese de colesterol, resultando na inibi¢do da
sintese hepatica de colesterol e reducdo do seu conteude intracelular. Como
consequéncia, hd aumento do numero de receptores de LDL na superficie do hepatocito
resultando em maior remocdo das particulas de VLDL, IDL e LDL colesterol da
circulagdo para repor o colesterol intracelular. Além da maior expressdo dos receptores
de LDL, também ha menor degradacdo dos receptores ja existentes (ENDO, 2010). Em
adicdo, as estatinas também apresentam efeitos pleitropicos sobre a fungao vascular
como a melhora da fun¢do endotelial, reducao da ativagdo e proliferagdo de macrofagos,
acdo antioxidante, antiinflamatéria e antiangiogénica (RIDKER, 2009). Apesar de
serem muito raros, os efeitos adversos mais observados sdo hepatite, miosite e
rabdomiolise. Por isso, recomenda-se a dosagem das concentracdse basais de
creatinofosfoquinase (CK) e das transaminases hepaticas (AST e ALT) para a
identificacdo de possiveis efeitos adversos, devendo ser repetida a cada reavaliagdo ou a
cada aumento de dose (BHATNAGAR, SORAN e DURRINGTON, 2008).

A ezetemiba foi o primeiro farmaco a inibir a absor¢do de colesterol pelos
enterocitos no intestino delgado, sem afetar a absor¢do de outros nutrientes. Ela diminui
as concentragdes plasmaticas de colesterol total e LDL colesterol, por inibir a NPCI1LI,
proteina que faz o transporte facilitado de colesterol da luz intestinal para o enterocito,
como consequéncia ha redu¢do da incorporagdo de colesterol dentro dos quilimicrons,
diminuindo a disponibilizacdo de colesterol ao figado pelos remanescentes de
quilomicrons. Essa disponibilidade reduzida estimula a expressdo de genes hepaticos
reguladores da expressdo dos receptores de LDL e da biossintese de colesterol. A maior
expressao de receptor de LDL eleva a remoc¢ao de colesterol do plasma, reduzindo as
concentragdes plasmaticas de LDL colesterol. Tem sido mais frequentemente

empregada em associacdo com as estatinas, em funcdo da potenciacdo da reducdo do
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colesterol intracelular (redugdo da sintese hepatica pela estatina e da absor¢ao intestinal
pela ezetimiba). Raros efeitos adversos t€ém sido apontados, porém por precaugdo
recomenda-se que ela ndo seja utilizada em casos de doenga hepatica aguda (DAVIS JR,
LOWE e NEFF, 2011).

A niacina, um dos farmacos mais antigos para tratar as dislipidemias, em
especial hipertrigliceridemia, afeta favoravelmente todos os parimetros lipidicos. E uma
vitamina do complexo B hidrossoluvel que aumenta as concentragdes de HDL
colesterol, diminui as concentragdes de triglicerideos e LDL colesterol, sendo também o
unico farmaco hipolipemiante que diminui significantemente as concentragdes de Lp(a).
No figado, niacina diminui a sintese de triglicerideos por inibir a sintese e esterificacdo
de acidos graxos, efeito que aumenta a degradacdo de apo B. A reducdo da sintese de
triglicerideos reduz a producdo de VLDL hepdtica, diminuindo as concentragdes
plasmaticas de LDL. Como as concentracdes de VLDL e LDL estdo reduzidas, ha uma
diminui¢do na troca de triglicerideos destas particulas pelos ésteres de colesterol das
particulas de HDL colesterol, elevando as concentragdes plasmaticas destas ultimas
(RUBIC et al., 2004). Efeitos cutaneos como rubor e prurido na face e tronco limitam a
adesdo dos pacientes. Hepatotoxidade, manifestada pela elevacdo da atividade das
aminotransferases hepaticas, assim como hiperglicemia, também sdo efeitos adversos
observados e, devido a isso, seu uso em pacientes diabéticos deve ser cauteloso com o
monitoramento semanal das concentracdes plasmaticas de glicose (LUKASOVA et al.,
2011).

Os fibratos sdo agonistas de receptor alfa ativado de proliferagdo de
peroxissomos (PPARa), o qual ¢ expresso primariamente no figado e tecido adiposo, e
em menor propor¢do no rim, coragdo e musculo esquelético. Estes farmacos reduzem os

triglicerideos por estimulo da oxidag¢do dos 4cidos graxos, aumentam a sintese de LPL,
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e reduzem expressdao de ApoC III. Os fibratos também aumentam as concentracdes de
HDL por estimular expressdo de ApoA I e ApoA II (RADER, 2003). Eles sdo
compostos usualmente bem tolerados, porém efeitos adversos gastrintestinais, erupgdes
cutaneas, perda de cabelo, mialgias, fadiga, dor de cabega, impoténcia, anemia, e
pequenas elevacdes nas aminotransferases hepaticas e fosfatase alcalina ocorrem em
aproximadamente 5% dos pacientes (PRUEKSARITANONT et al., 2002). Os fibratos
sdo os farmacos de escolha para o tratamento de individuos dislipidémicos com
hiperlipoproteinemia tipo III, incluindo aqueles com severa hipertrigliceridemia que
estdo sob risco de pancreatite, além de serem usados em pacientes com niveis altos de
triglicerideos e baixos de HDL colesterol portadores de sindrome metabolica ou
diabetes tipo 2 (ROBINS, 2001).

Os inibidores da proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP) agem
por ligacdo a esta glicoproteina plasmatica sintetizada pelo figado, bloqueando a troca
de éster de colesterol das particulas de HDL por triglicerideos de lipoproteinas ricas
nestas particulas. Dessa forma, hd a formacdo de uma HDL rica em ésteres de
colesterol, que os transferird para o figado onde serdo excretados junto a bile e fezes.
Em modelos animais, a inibi¢do da CETP resulta em maiores concentragdes de HDL,
menores concentragdes de LDL e resisténcia ao desenvolvimento de aterosclerose. O
torcetrapib foi o primeiro inibidor de CETP avaliado em triagens clinicas com pacientes
cujas concentragdes plasmaticas de HDL eram menores que 40mg/dL, e em todos os
grupos avaliados houve aumento das concentragdes de HDL. Porém os estudos com
torcetrapib foram interrompidos devido ao aumento na mortalidade e elevagdo da
pressdo sistolica (BARTER e KASTELEIN, 2006). Atualmente, estudos clinicos estdo
sendo realizados com o dalcetrapib, um outro inibidor de CETP, que tem elevado as

concentragdes plasmaticas de HDL colesterol quando administrado sozinho ou em
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combinagdo com uma estatina, sem apresentar efeito sobre a pressdo sanguinea ou
expressdo de genes envolvidos no sistema renina-angiotensina-aldosterona. Porém, a
triagem clinica OUTCOMES ndo tem demonstrado beneficios clinicos significativos
(HOOPER e BURNETT, 2012).

Portanto, como muitos marcadores de risco para DCVs como dislipidemias,
hipertensdo, obesidade central e fatores inflamatdrios, coexistem com a resisténcia a
insulina e subsequente hiperglicemia, tem havido uma maior aten¢do e interesse por
terapias antidiabéticas, que além de suas propriedades sensibilizadoras de insulina,
também apresentem efeitos cardiovasculares benéficos (CERIELLO, 2008). Neste
contexto, farmacos antidiabéticos como as tiazolidinadionas (TZDs) representam uma
promessa, pois reduzem as concentracdes plasmaticas de glicose e apresentam efeitos
sobre a aterosclerose e a inflamacdo em modelos experimentais € em humanos

(BROWN e PLUTZKY, 2007).

1.4. Tiazolidinadionas

As TZDs, também chamadas de glitazonas, constituem uma classe de fAirmacos
amplamente utilizada no tratamento do diabetes mellitus tipo 2, em monoterapia ou em
combinagdo com outras medicagdes hipoglicemiantes como sulfonilureias, metformina
e insulina (LALLOYER e STAELS, 2010). Em modelos experimentais e triagens
clinicas, elas diminuem as concentra¢des plasmaticas de glicose tdo bem quanto as de
insulina, além de aumentarem a responsividade a acdo da insulina no musculo
esquelético e no figado (WANG, 2010).

No inicio dos anos 80, as TZDs foram desenvolvidas a partir de analogos do

acido clofibrico como antioxidantes no Japao, sem haver conhecimentos prévios de
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quais seriam os seus alvos terapéuticos (KAWAMATSU et al., 1980). Inicialmente,
Sohda e colaboradores (1982) observaram propriedades hipoglicemiantes, sendo
ciglitazona a mais ativa da série, abandonada posteriormente devido a hepatoxicidade
(GALE, 2001). Em 1997, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a
troglitazona (Rezulin®) como a primeira TZD em uso clinico nos Estados Unidos e
Japdo. No entanto, este medicamento foi retirado do mercado devido a ocorréncia de
necrose hepatica macica seguida de morte em alguns pacientes, o que motivou o0s
pesquisadores a desenvolverem novas glitazonas. Dessa forma, em 1999 a FDA
aprovou dois novos farmacos desta classe: o maleato de rosiglitazona (Avandia®) e o
hidrocloreto de pioglitazona (Actos®) (LALLOYER e STAELS, 2010). Em 2010, a
rosiglitazona também foi retirada do mercado devido a alta probabilidade de ocorréncia
de doencas isquémicas (NISSEN e WOLSKI, 2007; 2010; GRAHAN et al., 2010), e em
2011, a pioglitazona teve sua comercializagdo descontinuada na Franga devido ao
aumento no risco de cancer de bexiga (LEWIS et al., 2011).

As TZDs s3o agonistas sintéticos do receptor gama ativado de proliferacdo de
peroxissomos (PPARy). Os PPARs constituem uma superfamilia de receptores
nucleares composta ainda pelos PPARa e PPARP/S, e sdo fatores de transcri¢do
ativados por agonistas. Estes receptores formam heterodimeros com os receptores X
retindides (RXR), os quais se ligam a sitios especificos localizados na regido promotora
do gene alvo, compostos por repetidas sequéncias hexaméricas separadas por um par de
bases. Essa ligacao desencadeia uma mudanga conformacional que resulta em liberagao
de co-repressores, recrutamento de co-ativadores e subsequente expressao do gene alvo
(BESINGER e TONTONOZ, 2008). Como receptores nucleares, os PPARs apresentam
um dominio organizacional tipico, contendo um dominio amino terminal, um dominio

de ligacdo ao DNA (DBD), um dominio carboxi terminal de ligacdao ao ligante (LBD)
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que abriga a fun¢do de ativagdo dependente de agonista, € uma pequena regido em
dobradica que liga os dominios DBD e LBD, chamada de regido hinge (FIGURA 7).
Diferentes de outros receptores nucleares, a regido de ligacdo ao ligante do PPAR ¢
grande e pode acomodar uma variedade de lipideos enddgenos, incluindo eicosandides,
derivados do 4cido linoleico, 4cidos graxos oxidados e nitrados, os quais precisam estar

presentes em altas concentragdes para ativar os PPARs (WANG, 2010).

Organizacao estrutural dos receptores nucleares

Dominio  Regiio
N-terminal

1D A/B C D
Dominio de ligacio Dominio de liga¢io
\\ ao DNA (DBD) a0 agonista (LBD)
. ~
e~
3D
Agonista
| gk
DNA DBD LBD
B PPAR
Hinge
DBD

FIGURA 7: Organizagdo estrutural dos receptores nucleares. A: Esquema em 1D da sequéncia de
aminoacidos de um receptor nuclear (no topo). Abaixo, o esquema em 3D das regides DBD ¢ LBD
dos receptores nucleares. B: A regido LBD do PPARYy esta intimamente voltada para a regido DBD.
C. A regido LBD do PPARy direciona-se para ambas as regides PPARy e RXR, visando melhorar a
associacdo dos dois com o DNA. A regido DBD do RXR esta em azul. (Adaptado de CHANDRA et
al., 2008)



46

O PPARy apresenta quatro isoformas distintas: PPARy1, y2, y3 e y4. Em
camundongos, as isoformas 1 e 2 tem sido identificadas, enquanto em humanos e outras
espécies, todas as isoformas sdo detectadas (ZOETE, GROSDIDIER e MICHIELIN,
2007). PPARYy3 e y4 codificam a mesma proteina que PPARy1, a qual ¢ expressa em
células endoteliais, células musculares lisas vasculares, macrofagos e cardiomidcitos.
Por outro lado, PPARY2 ¢ expresso predominantemente em adipocitos (RANGWALA e
LASAR, 2004).

No tecido adiposo, PPARYy possui um papel chave na adipogénese, promovendo
a diferenciacdo dos pré-adipdcitos em adipdcitos maduros, e consequentemente,
estimulando o estoque de 4cidos graxos através da expressdo de genes como
lipoproteina lipase (LPL), proteina de transporte de acidos graxos (FATP), receptor
scavenger para LDL oxidada (CD36) e acil-coA sintetase, e assim diminuindo a
secre¢do de acidos graxos livres. Isso melhora a lipotoxidade e a sensibilidade a
insulina, pois desloca o estoque celular de lipideos do figado e musculo, onde seu
acimulo prejudicaria a sinalizacdo a insulina (FIGURA 8) (SAMUEL et al., 2010).
Além disso, PPARy também modula a produ¢do e secrecdo de adipocinas que incluem
adiponectina, resistina, TNFa, IL-6 ¢ MCP-1, as quais diminuem a inflamacao induzida

pela obesidade (FIGURA 8) (TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008).
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FIGURA 8: Mecanismos de acdo das Tiazolidinadionas (TZDs)
(Adaptado de CARIOU, CHARBONNEL e STAELS, 2012)

Apesar da expressdo hepatica de PPARy ser pequena, aproximadamente 10 a
30% dos niveis expressos no tecido adiposo, ela pode ter um impacto significante na
homeostasia metabdlica e na fun¢do tecidual. No figado, as TZDs podem diretamente
ativar PPARY nas células do parénquima hepatico e/ou nas células de kupfer, reduzindo
a fibrose e a inflamacao (FIGURA 8) (CARIOU, CHARBONNEL e STAELS, 2012).
Além do figado, PPARy também pode ser expresso em varios tipos celulares presentes
na parede vascular, exercendo fungdes cruciais na modulaciao da inflamagao vascular e
aterosclerose (GLASS e SAIJO, 2010).

Em células endoteliais tem sido relatado que a ativacdo de PPARy inibe a
expressdo de moléculas de adesdo celular, como VCAM-1, ICAM-1, PECAM ¢ a E-

selectina (NAWA et al., 2000; JACKSON et al., 1999). Esse efeito ocorre devido a
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transrepressdo dos fatores de transcrigdo NF-xB e AP-1, considerados os mais
importantes nas vias de sinalizacdo endotelial, promovida pelo PPARy (WANG et al.,
2002). As TZDs também possuem efeitos vasculoprotetores, atenuando o estresse
oxidativo e elevando os niveis de 6xido nitrico endotelial (NO) (TAO et al., 2003).

Em células musculares lisas vasculares, a ativagdo de PPARY inibe a migragdo e
a proliferagdo dessas células (LITTLE et al., 2007; DE DIOS et al., 2003), assim como
diminuem a expressdo génica de algumas proteinas como a MMP-9, envolvidas na
estabilidade da placa aterosclerdtica (MARX et al., 1998). Além disto, PPARY inibe a
expressao de VCAM, MCP-1 e fractalcina (CX3CL1) induzida por TNFa, através da
inibicdo de NF-kB (PARK et al., 2006). Estes efeitos podem modular a formagdo da
estria gordurosa e potencialmente atenuar a resposta arterial e a injiria que ocorre apds
interven¢do coronariana (HAMBLIN et al., 2009).

De forma similar as células endoteliais e musculares lisas, a ativacdo de PPARYy
nos macréfagos inibe a expressdo dos fatores de transcrigdo AP-1, STAT e NF-kB
(RICOTE et al., 1998), com atenuagdo da expressdao de iNOS e consequente inibi¢do da
expressdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-1B, TNF-a) (JIANG et al., 1998).
Além disso, rosiglitazona mostrou reduzir a migracdo de monocitos direcionada pela
MCP-1 por modulagdo da expressdo de MMP-9 (KINTSCHER et al., 2000). Por outro
lado, PPARy também pode ter efeitos deletérios por aumentar a expressdo do receptor
scavenger CD36, o que promove a formagao de células espumosas (NAGY et al., 1998;
TONTONOZ et al., 1998). Porém, outros investigadores sugerem que este aumento na
expressdo de CD36, pode ndo estar acompanhado pela formacao de células espumosas,
demonstrando que PPARy ativaria outras vias que contrabalanceariam este efeito
(CHAWNLA et al., 2001; CHINETTI et al., 2001). Algumas hipoteses indicam que os

agonistas de PPARy promovem a regressdo das estrias gordurosas por aumentar a
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remog¢ao de colesterol dos macréfagos via inducdo da expressdao do receptor de HDL
CLA-1/SRB-I (CHINETTI et al., 2000), e dos transportadores ABCA1 ¢ ABCGI
(ARGMANN et al., 2003; AKIYAMA et al., 2002; CHINETTI et al., 2001). Em adi¢ao,
a ativagdo de PPARY leva a diminui¢do da atividade do receptor scavenger de classe A 1
e II (SRA I/IT) o que resulta em redugdo do acimulo de ésteres de colesterol intracelular
(ARGMANN et al., 2003). Em conjunto, esses dados sugerem efeitos benéficos dos
agonistas de PPARy na formacdo da estria gordurosa e no desenvolvimento de
aterosclerose.

Estudos clinicos tém sido realizados para avaliar os efeitos das TZDs sobre a
espessura das placas nas artérias coronarias € demonstram que estes farmacos reduzem a
progressdo da espessura medial-intimal da artéria cardtida apds alguns meses de
tratamento, em pacientes diabéticos (KOSHIYAMA et al., 2001; CHOI et al., 2004;
LANGENFELD et al, 2005; MAZZONE et al., 2006; NISSEN et al., 2008; GERSTEIN
et al., 2010). Além disso, outras investigagdes indicam reducio do risco de morte e da
incidéncia de infarto agudo do miocardio e de acidentes vascular cerebral, apds
tratamento com este farmaco (LINCOFF et al., 2007, DORMANDY et al., 2005). Em
contraste, algumas meta-analises mostraram que a rosiglitazona pode estar associada ao
aumento na incidéncia de infarto agudo do miocéardio (NISSEN e WOLSKI, 2010;
2007).

Esses estudos clinicos também demonstram que as TZDs apresentam efeitos
benéficos sobre o controle glicémico, porém efeitos distintos sobre os parametros
lipidicos. A rosiglitazona aumenta significativamente os niveis plasmaticos de
colesterol total e LDL colesterol, enquanto a pioglitazona tem pouco ou nenhum efeito
sobre o perfil lipidico de pacientes diabéticos e ndo diabéticos (DEEG et al., 2007;

GOLDBREG et al., 2005; CHIQUETTE, RAMIREZ ¢ DEFRONZO, 2004). Entretanto,
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as duas glitazonas aumentam os niveis plasmaticos de HDL colesterol (SZAPARY et
al., 2008; FULLERT et al., 2002).

O efeito dos agonistas de PPARy na doenca vascular também tem sido
examinado em modelos experimentais de aterogénese, utilizando camundongos com
delecio genética para os genes do receptor de LDL (LDLr") e Apolipoproteina E
(ApoE™), os quais caracterizam-se por uma severa elevacio dos niveis plasmaticos de
LDL colesterol associado ao rapido desenvolvimento de aterosclerose, quando
alimentados com uma dieta rica em lipideos (ZADELAAR et al., 2007). A troglitazona
inibiu a progressio da aterosclerose em camundongos LDLr” diabéticos e ndo
diabéticos (COLLINS et al., 2001) e também em camundongos ApoE™ (CHEN et al.,
2001). A pioglitazona preveniu o desenvolvimento da aterosclerose em seus estagios
intermediarios (NAKAYA et al., 2009) e em placas aterosclerdticas avangadas, com
reducdo na expressio de MMPs (HE et al., 2006). E, a rosiglitazona atenuou a
aterogénese em modelo experimental que associa diabetes e aterosclerose (LEVI et al.,
2003). Em camundongos LDLr™", a rosiglitazona também inibiu a formagio de células
espumosas in vivo na cavidade peritoneal, reduziu a esterificacdo de colesterol e induziu
a expressdo de ABCGI, o que estimulou o efluxo de colesterol dependente de HDL
colesterol (LI et al., 2000; 2004). Adicionalmente, Claudel e colaboradores (2001)
relataram que a rosiglitazona reduziu a aterosclerose por ativagio de LXR em
camundongos ApoE™".

Entretanto, seu uso na pratica clinica tem sido desafiado devido ao aparecimento
de diversos efeitos colaterais. A primeira adversidade observada com o uso das
glitazonas foi a incidéncia de hepatite fulminante induzida por troglitazona, o que
culminou com a sua retirada do mercado farmacéutico (SHIBUYA et al., 1998). Hoje, a

rosiglitazona e a pioglitazona apresentam uma menor incidéncia de hepatoxidade,
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porém ainda sdo necessarios cuidados relacionados a sua indugdo por estes farmacos
(PAN et al., 2005).

O efeito colateral mais comumente observado em pacientes diabéticos tratados
com as glitazonas ¢ a retencdo de fluidos com formacdo de edema e ganho de peso,
resultando em falha cardiaca. Pesquisas indicam que isso pode acontece porque as
TZDs induzem expressao de canais de sédio epiteliais, via estimulo da proteina quinase
induzivel por glicocorticoides, nas células do ducto coletor renal, resultando em
reabsorcao de sddio com aumento da permeabilidade vascular, vasodilata¢ao e retengao
de fluidos pelo rim (ZHANG et al., 2005; GUAN et al., 2005).

Um aumento no risco de incidéncia de infarto do miocardio e mortalidade por
DCVs associado ao tratamento com rosiglitazona, observado em uma meta-analise de
56 triagens clinicas padronizadas, contribuiu para a decisdo das agéncias regulatorias
em retird-la do mercado na Europa e em limitar o seu uso nos Estados Unidos (NISSEN
e WOLSKI, 2010; 2007). Em contraste, a pioglitazona ndo tem apresentado estes
mesmos efeitos, parecendo reduzir significativamente os eventos cardiovasculares e os
obitos. Os mecanismos responsaveis por essa diferenca de agdo entre estas duas TZDs
podem estar relacionados a uma menor afinidade da pioglitazona pelo PPARY, ou, a
uma afinidade parcial desse farmaco por outras isoformas de receptores PPAR (YKI-
JARVINEM, 2004).

Além destes, rosiglitazona e pioglitazona também provocam perda dssea com
aumento no risco de fraturas, especialmente em mulheres diabéticas. Essas fraturas
estdo localizadas nos membros superiores e inferiores, incluindo os pés, e acontecem
preferencialmente nas pernas, pés e bracos (BETTERIDGE, 2011). A razio pela qual as
TZDs produzem este efeito ndo esta clara, mas alguns estudos relatam que PPARy

possui um papel dual no metabolismo 06sseo, suprimindo a osteoblastogénese e
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promovendo a osteoclastogénese, havendo, portanto, um remodelamento 6sseo em
favor da perda 6ssea (WAN, 2010).

Apesar dos dados acumulados sugerirem que os agonistas de PPARy apresentam
um efeito antiproliferativo em uma ampla variedade de canceres como, por exemplo,
colon, pulmao, ovario, mama, tireoide e prostata, um risco elevado de cancer de bexiga
levou a descontinuagdo da comercializagdo da pioglitazona na Franga, baseado em um
estudo de vigilancia de fArmacos (LEWIS et al., 2011). Dados da literatura sugerem que
as TZDs podem alterar o crescimento tumoral de maneira dependente e independente de
PPARy por alterar o ciclo celular, provocar apoptose e rediferencia¢do celular. Porém,
at¢ o momento, uma explicagdo clara para este efeito ainda ndo existe (HAN e
ROMAN, 2007).

Neste cenario, varias TZDs tém sido desenvolvidas e muitas outras se encontram
em estagios pré-clinicos e clinicos de desenvolvimento. Todas elas compartilham uma
estrutura tiazolidino-2,4-diona substituida, na qual se tém realizado modificacdes
quimicas seletivas, na tentativa de melhorar a eficdcia farmacologica e minimizar os
efeitos colaterais desses fArmacos. Dentre os métodos de obtencdo de novos farmacos, a
modificacdo ou variagdo molecular, utilizando principalmente o conceito de
bioisosterismo, ¢ um dos mais utilizados (BARREIRO & FRAGA, 2008). Com a
aplicacdo de bioisosterismo pode-se analisar a influéncia da modificacdo de um atomo
ou de um grupo de dtomos por seu bioisostero sobre a atividade biologica que o farmaco
original apresenta, podendo ser de acdo idéntica ou mesmo antagdnica. Langmuir (1919
apud KOROLKOVAS, 1974) definiu os isésteros como sendo adtomos ou grupos de
atomos que apresentam a mesma valéncia ou o mesmo numero de elétrons na ultima
camada, por exemplo, SH, NH;, e CH3, sdo isésteros de OH, enquanto que S, NH e CH,

sdo isosteros do O. Eles sdo utilizados para desenhar inibidores ou para aumentar a
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estabilidade dos metabdlitos formados (Pré-farmacos), uma vez que a alteracdo do
carater quimico da molécula constitui sutilmente uma provavel forma de modificagao
molecular (PATRICK et al., 1995).

Em virtude desses fatos e da necessidade de novas intervengdes terapéuticas que
visem ndo apenas o tratamento da hiperglicemia como também os eventos
cardiovasculares, este estudo tem como objetivo avaliar novas tiazolidino-2,4-dionas,
modificadas por bioisosterismo, como possiveis alvos anti-aterogénicos. Para isso,
foram realizadas avalia¢des in vitro utilizando-se as linhagens monociticas de murino
RAW 264.7 ¢ J774, além de avaliagdes in vivo com o modelo animal de aterosclerose
em camundongos com dele¢do genética para o receptor de LDL (LDLr-/-), nos quais
ocorre uma severa elevagdo nos niveis de LDL colesterol associado a lesdo

aterosclerotica aortica, quando alimentados com dieta rica em colesterol.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial antiaterogénico de novas tiazolidino-2,4-dionas.

2.2. Objetivos especificos

Realizar ensaios in vitro utilizando linhagens de macrofagos murinos J774 e RAW

264.7 tratados com as novas tiazolidino-2,4-dionas, para:

» avaliar a viabilidade celular e a morte celular;

» investigar a expressdo génica dos fatores de transcricio PPARa, PPARy1 e
PPARY2, assim como de fatores envolvidos no metabolismo de lipideos e na
inflamacao vascular;

» avaliar a expressdao do receptor scavenger de LDL oxidada (CD36), e dos
transportadores ABCA1 e ABCGl,;

» determinar a concentragdo de nitritos induzida por LPS e INFy.

Realizar ensaios in vitro com células embrionarias humanas de rim (HEK 293),

para:

» investigar a ativacdo de PPARa, PPARPB/6 e PPARY pelas novas tiazolidino-2,4-
dionas, assim como a ligacdo especifica dessas novas moléculas ao dominio de

ligagdo ao agonista (LBD) do PPARY;
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» pesquisar a ativacdo de LXRa e a ligagdo especificas ao LBD de LXRa,

promovidas pelas novas tiazolidino-2,4-dionas.

Realizar ensaios in vivo utilizando camundongos com delecdo genética para o

receptor de LDL tratados com as novas tiazolidino-2,4-dionas em modelo de

aterosclerose avancada, para:

» determinar o perfil lipidico, o ganho de peso e as aminotransferases hepaticas;

» avaliar o desenvolvimento da lesdo ateroscleroética;

» investigar a expressdo de RNAm de fatores aterogénicos e inflamatdrios nas
lesGes ateroscleroéticas;

» determinar a expressdo de moléculas de adesdo e fatores aterogénicos.
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3. ANIMAIS, MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Camundongos C57BL/6 knockout para o gene do receptor de LDL (LDL™),
machos adultos, com 3-4 meses de idade, foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo e mantidos em salas estéreis e
termostatizadas em condigdes apropriadas, com livre acesso a ragdo e dgua e com ciclos
alternados de luz/escuro (12/12hs). A linhagem utilizada de camundongos
C57BL/6J/LDLr"" ¢ proveniente do Laboratorio Jackson (Bar Harbor, ME).

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CEEA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, protocolo CEEA n°® 248 e
aprovado em 10/08/2009 por estar de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

(COBEA) (ANEXO 1).

3.2. MATERIAIS

3.2.1. Linhagens celulares

Células RAW 264.7 (linhagem de macrofagos de murino - ATCC, Manassas,
VA, USA) foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 contendo 10% soro bovino
fetal, e suplementado com (50pg/mL), estreptomicina (50pug/mL) e glutamina
(2mmol/L).

Células J774 (linhagem de macrofagos de murino, ATCC) foram mantidas em
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meio de cultura RPMI 1640 contendo 10% de soro bovino fetal, suplementado com
penicilina (50pg/mL), estreptomicina (50pg/mL) e glutamina (2mmol/L).

Células HEK 293 (cé€lulas embriondrias humanas de rim — ATCC) foram
cultivadas em meio de cultura DMEM contendo 10% de soro bovino fetal,
suplementado com penicilina (50pg/mL), estreptomicina (50pug/mL) e glutamina

(2mmol/L).

3.2.2. Dieta

A dieta aterogénica foi formulada conforme as recomendag¢des da AIN — 93
(REEVES et al., 1993), com seguinte composi¢ao: 52,95% de carboidratos, 16,5% de
proteinas, 20% de lipidios (70% de 6leo de coco, 29,4% de o6leo de soja e 0,5% de
colesterol), 5% de celulose, 3,5 de mistura mineral, 1% de mistura vitaminica, 0,3% de

L-cistina, 0,25% de bitartarato ¢ 0,5% de acido colico.

3.2.3. Tiazolidina-2,4-dionas

Os novos derivados tiazolidinicos foram sintetizados pelo Laboratorio de
Planejamento e Sintese de Farmacos, Grupo de Pesquisa em Inovagdo Terapéutica
(GPIT) do Departamento de Antibidticos/lUFPE e cedidos para avaliagdo, em
colaboracdo com o laboratério de Bioquimica Clinica do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicoldgicas/FCF/USP. Todos eles ja tiveram suas patentes depositadas no
Instituto Nacional de Propriedade Industrial, sob os nimeros de processo PI0300997-1
A2 e PI0601826-2 A, nos dias 10 de abril de 2003 e 24 de abril de 2006,

respectivamente.
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Para este estudo foram avaliados 12 novos derivados tiazolidinicos, cuja sintese
foi realizada de acordo com a via plena convergente aplicando o conceito de
biososterismo, onde se realizou separadamente a obtencdo de todos os intermedidrios
(Esteres de Cope), e paralelamente foram obtidos os niicleos pentagonais tiazolidinicos
substituidos na posi¢ao trés.

Para os ensaios in vitro, as TZDs foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO -
Merck, Darmstadt, GER), o fenofibrato (Sigma, Saint Louis, MA, USA) foi utilizado
como controle positivo para demonstrar o agonismo pelo PPARa, o T1317 (Sigma)
como agonista de LXRa e a rosiglitazona (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA)
como agonista de PPARy. Por outro lado, os estudos in vivo utilizaram a
Carboximetilcelulose Sodica (CMC-Na, Sigma Aldrich) como veiculo, o maleato de
rosiglitazona (Avandia®) comercializado pela Glaxo Smith Kline (Philadelphia, PA,
USA) como agonista de PPARY, e a indometacina produzida pela Sigma Aldrich como

agente antiinflamatorio.

3.3. Metodologias

3.3.1. Ensaios in vitro utilizando linhagens de macrofagos

3.3.1.1. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada através do método de MTT conforme o
descrito previamente por Denizot e Lang (1986). Esse método ¢ baseado na conversao
celular do composto tetrazolico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de

tetrazolio), pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial, em um produto insoltvel
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denominado formazana, refletindo assim o funcionamento normal da mitocondria e,
conseqiientemente, a viabilidade celular.

Para o ensaio, as duas linhagens monociticas foram cultivadas em placas de 96
pogos a um volume inicial de 200pL, na densidade celular de 1x10” células/pogo. Apos
3h de incubagdo a 37°C em atmosfera imida a 5% de CO,, com o objetivo de permitir
aderéncia celular, o meio de cultura foi substituido por meio RPMI 1640 sem soro, e as
células foram incubadas overnight. Apds esse periodo, foi adicionado 100puL de meio
RPMI sem soro em um gradiente de concentragdo que variou de 0,5 a 10uM dos
derivados tiazolidinicos. Concentragdes equivalentes ao veiculo DMSO presente nos
pogos tratados também foram testadas, cuja maior dose foi de 0,1% v/v. Apds 24hs de
incubagdo, o meio de cultura foi removido por inversdo da placa, e 50uL de uma
solugdo de MTT (Img/mL) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MA, USA) em meio RPMI
livre de vermelho de fenol foi adicionada, sofrendo agitacdo por 3hs a temperatura
ambiente. Em seguida, o MTT ndo reduzido foi removido por inversdo da placa, e
100uL de DMSO foi adicionado em cada poco. As placas foram vigorosamente
agitadas, para completa solubilizagdo do produto formazana, e a densidade Optica de

cada poco foi determinada em leitor de placas (BioTek, Winooski, VT, USA) a 580nm.

3.3.1.2. Ensaio de morte celular

O ensaio de morte celular foi feito de acordo com as instru¢des do fabricante,
onde macrofagos J774 e RAW 264.7 foram cultivados em uma densidade de 1,5 x 10
células/mL, em placas de 48 pogos. Apos 3h de incubagdo a 37°C em atmosfera imida a
5% de CO,, com o objetivo de permitir aderéncia celular, o meio de cultura foi

substituido por meio RPMI 1640 sem soro, e as células foram incubadas overnight.
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Posteriormente, elas foram tratadas com os derivados tiazolidinicos, em um gradiente de
concentragdo de 0,5 a 10,0 uM, durante 24h. Como controle positivo foi utilizado
DMSO em uma concentragdo de 25% v/v. Apds esse periodo, as células foram lavadas
com PBS, incubadas em seguida por 10 minutos com anexina V conjugada a FITC e
solugdo de iodedo de propidio (PI) (Sigma Aldrich) e analisadas em citometro BDFACS

Canto II (Becton Dickinson Company, Franklin Lakes, NJ, USA).

3.3.1.3. Expressdo génica de fatores de transcricio e fatores envolvidos no

metabolismo de lipideos

Para isso, as duas linhagens de macrofagos foram plaqueadas em uma densidade
de 1x10° células/mL. Quando atingiram um estagio de 80% de confluéncia, meio de
cultura contendo os derivados tiazolidinicos, na concentracdo de 2uM, foi adicionado a
cultura celular. Apo6s 16hs de exposicao ao tratamento, o mesmo foi retirado e 0 RNAm
das células foi isolado utilizando-se reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Apos retirada do cloroférmio, o RNA foi precipitado em isopropanol e o pellet de RNA
foi lavado com etanol 75%, dissolvido em agua destilada e quantificado. Os cDNAs
foram sintetizados através de transcrigdo reversa utilizando-se 1,0 pg de RNA de boa
qualidade e o reagente High Capacity (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A
reacdo de polimerase em cadeia (PCR) quantitativa foi realizada utilizando-se 1ug de
cDNA, reagente Power SYBR Green mix (Applied Biosystems) e sequéncias de
primers para camundongos (sense e¢ antisense) de PPARa, PPARy1l, PPARy2, CD36,
ABCAI1 e ABCGI1 (TABELA 1), em equipamento Real Time PCR 7500 Fast (Applied

Biosystems). Os resultados foram normalizados para o rRNA do gene 18S .
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As sequéncias dos primers foram desenhadas usando o programa Primer Express
version 2.0 (Applied Biosystems). A eficiéncia e especificidade da amplificagdo foram
verificadas para cada reagdo. As condigdes das reagcdes foram as seguintes: 10 minutos a
95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C , 1 minuto a 60°C e 1 ciclo para o estagio de
dissociacdo. Os resultados foram calculados de acordo com o método de comparagao

relativa 2(-Delta Delta c(t)) (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

TABELA 1: Sequéncias de Primers

Sequéncia de primer Sequéncia de Primer
Gene  ID.NCBI
(Sense) (Antisense)
PPARG NMO01113418.1 5-TCAGGGTACCACTACGGA-3’ 5-CTTGGCATTCTTCCAAAGCG-3’
PPARyl  NMO0011273301 5-TTCTGACAGGACTGTGTGACAG-3’ 5’-ATAAGGTGGAGATGCAGGTTC-3’
PPARy2 NM 011146.3 5>-CACAGAGATGCCATTCTGGC-3’ 5-GGCCTGTTGTAGAGCTGGGT-3’
D36 NM 001159558.1 5"-TTTCCTCTGACATTTGCAGGTCTA-3' 5'-AAAGGCATTGGCTGGAAGAA-3'
ABCAIL NM 013454.3 5"-GGTTTGGAGATGGTTATACAATAGTTGT-3' 5"-TTCCCGGAAACGCAAGTC-3'
ABCG1 NM009593.2 5*-CCTTCCTCAGCATCATGC-3’ 5’-CCGATCCCAATGTGCGA-3’
iNOS NM 010927.3 5-GGCAGCCTGTGAGACCTTTG-3’ 5-GCATTGGAAGTGAAGCGTTTC-3’
coxX2 NM 0111983 5- TGGTGCCTGGTCTGATGATG-3’ 5’-GTGGTAACCGCTCAGGTGTTG-3’
VCAM NM 011693.3 5'- TGATTGGGAGAGACAAAGCA — 3’ 5'- GCAGCACACGTCAGAACAA -3’
PECAM  NM001032378.1 5"-AAGTTTTACAAAGAAAAGGAGGAC-3 5'-ATCCAGGAATCGGCTGCTCTTC-3
MCP1 NM 0113333 5-TGAGTAGGCTGGAGAGCTACAA-3’ 5>-ATGTCTGGACCCATTCCTTC-3’
IL-6 NM 031168.1 5-TGTGCAATGGCAATTCTGAT- 3' 5"-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC- 3'
IL-1a NM 010554.4 5"-CTGCAGTCCATAACCCATGAT- 3' 5"-TGACAAACTTCTGCCTGACG- 3'
IL-1p NM 008361.3 5'- TTCCCATTAGACAACTGCACTAC — 3’ 5"- GTCGTTGCTTGGTTCTCCTT -3’

18SrRNA NR 003278.1 5'-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3' 5'-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3'
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3.3.1.4. Expressao do receptor scavenger CD36 na superficie dos macrofagos

Macréfagos RAW 264.7 foram plaqueados em uma densidade de 1,5 x 10°
células/mL. Apds 3h de incubagdo a 37°C em atmosfera imida a 5% de CO,, com o
objetivo de permitir aderéncia celular, o meio de cultura foi substituido por meio RPMI
1640 sem soro, e as células foram incubadas overnight. Posteriormente, as células foram
tratadas com os derivados tiazolidinicos, na concentracdo de 2uM, durante 48 hs. A
RSG foi utilizada como controle positivo para verificar o agonismo pelo PPARy. Apos
esse periodo, as células foram incubadas por 30 minutos com anticorpo monoclonal
anti-CD36 de camundongo (Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, CA, USA), lavadas
com PBS, incubadas com anticorpo secundario anti-IgG2 ligado a FITC (Sigma) por 30
minutos, novamente lavadas com PBS e analisadas em citometro BDFACS Canto 1I

(Bencton Dickinson Company).

3.3.1.5. Expressao génica de fatores inflamatorios

Para avaliar a expressdo de fatores inflamatorios, apenas foi utilizada a linhagem
monocitica RAW 264.7. Primeiramente, as células foram plaqueadas em uma densidade
de 1x10° células/mL. Apos 3h de incubagio a 37°C em atmosfera imida a 5% de CO,
para aderéncia celular, o meio de cultura foi substituido por meio RPMI 1640 sem soro
contendo os derivados tiazolidinicos solubilizados, na concentracdo de 2uM, com
adi¢do apds 30 minutos de LPS (1pg/mL) (Sigma) e INFy (0,5 Ul) (Sigma) como
estimulos inflamatdrios. Depois de 5 hs de incubagdo, a extracdo de RNA, a construcdo
do cDNA e as reacdes de q-RT-PCR, foram feitas conforme anteriormente citadas no

item 3.3.1.3., e de acordo com as indica¢des do fabricante. Para este fim foram
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utilizadas as sequéncias de primers para camundongos (sense e antisense) de iNOS,
COX2, VCAM, MCP-1 e IL-6, listadas na TABELA 1, e os resultados foram

normalizados para o rRNA do gene 18S

3.3.1.6. Determinac¢ao de nitritos

Para este ensaio, macréfagos RAW 264.7 foram cultivados em uma densidade
de 4x10* células/pogo, em uma placa de 96 pogos, e incubadas overnight a 37°C em
atmosfera imida a 5% de CO,, para aderéncia celular. Posteriormente, o meio de cultura
foi substituido por meio RPMI sem soro por 3 hs para adaptacdo, sendo em seguida
trocado por 100uL de meio RPMI sem soro contendo concentragdes crescentes (0,625-
S5uM) dos derivados tiazolidinicos, com adi¢cdo apds 30 minutos de LPS (1 pg/mL)
(Sigma) e INFy (0,5 UI) (Sigma), como estimulo inflamatério. Depois de 20 hs de
incubagdo, o sobrenadante da cultura celular foi misturado a um volume igual de
Reagente de Griess, € a densidade Optica de cada poco determinada por leitor de placas
(BioTek) a 550nm. A leitura das amostras experimentais foi comparada a uma curva

padrao gerada por dilui¢cdes de NaNO,,

3.3.1.7. Efluxo de colesterol mediado por apo A-1 e HDL,

Macroéfagos J774 foram cultivados em placas de 48 pocos, a uma densidade de
0,5 x 10° células/pogo. Apés confluéneia, as células foram incubadas em DMEM
(Gibco, Grand Island, NY, USA) contendo albumina livre de acidos graxos (FAFA) (1
mg/mL) (Sigma Aldrich) acrescido de LDL acetilada (50 pg/mL) e "*C-Colesterol (0,3

pCi/mL), durante 48 hs. Apds lavagem com PBS/FAFA, as células foram tratadas com
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meio de equilibrio o qual compreende DMEM, FAFA e AMPc (0,5mM), para estimular
a expressao basal de ABCA1 e ABCGI. Posteriormente, elas foram novamente lavadas
com PBS/FAFA, e subsequentemente, incubadas com os novos derivados tiazolidinicos
por 8 e 24 hs, na concentracdo de 2 uM. Apods novas lavagens, as células foram
incubadas com apo-Al (30 pg/mL) e HDL, (50 pg/mL), durante 8 hs.
Subsequentemente, o meio de cultura foi centrifugado em 1500 rpm por 10 minutos,
para remover o debris celular, e transferido para frascos de cintilacdo (Perkin Elmer,
Turko, FIN), seguindo-se a adi¢cdo da solucdo contadora para determinagdo da
radioatividade no meio. Os pogos das placas foram lavados com solucdo fisioldgica
gelada (4°C) por 2 vezes. Os lipides celulares foram extraidos com solucdo de
hexana:isopropanol (3:2) e a radioatividade determinada, apds evaporagdo do solvente.
NaOH 0,2 N foi adicionado aos pogos da placa para extragdo do contetudo protéico (3 h,
sob agitacdo, a temperatura ambiente), e a determina¢do da concentragdo de proteina foi
feita pelo método do BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). A porcentagem de
efluxo de colesterol radioativo foi calculada como (‘*C-Colesterol no meio/ '*C-

Colesterol no meio + '*C-Colesterol nas células) x 100.

3.3.2. Ensaios in vitro utilizando células embrionarias humanas (HEK 293)

3.3.2.1.Ensaios de ativacao das isoformas a, p/0 e y de PPAR, e LXRa0, utilizando a

luciferase como gene reporter

Para a transfec¢do, células HEK 293 foram cultivadas em placas de 24 pogos,
em uma densidade celular de 1x10° células/pogo, e mantidas a 37°C em atmosfera

umida a 5% de CO, overnight. Posteriormente, elas foram incubadas por 10 horas com
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plasmideo reporter (100ng/poco), plasmideos receptores (10-50ng/pocinho) e
lucifectamina (Invitrogen) (50ng/pocinho). Os plasmideos reporters compreendem os
genes do elemento de resposta ao PPAR (PPRE) ou o elemento de resposta ao LXR
(LXRE), conjugados ao gene da luciferase, e os plasmideos receptores compreendem os
genes do PPARa, PPARPB/S, PPARy, LBD-PPARy, LXRa e LBD-LXRa. Apds
transfec¢do, as células foram incubadas em meio Opti-MEM (GIBCO) contendo as
TZDs, na concentragdo de 2,0 uM, os controles positivos rosiglitazona e fenofibrato na
mesma concentragdo, ¢ o veiculo (DMSO) por 16 horas. As atividades foram medidas
usando kit para ensaio de luciferase (Promega, Madison, WI, USA) em um leitor de

luminescéncia (BioTek), de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.3.3. Ensaios in vivo utilizando camundongos com delecio genética para o

receptor de LDL (LDLr” ) em modelo de aterosclerose avancada

3.3.3.1. Protocolo experimental

Camundongos LDLr"", com 3-4 meses de idades, foram divididos em grupos: 1)
tratados com carboximetilcelulose 0,25% (Sigma) (Controle); 2) tratados com
rosiglitazona — controle positivo (15 mg/kg/dia) (RSG); 3) tratados com indometacina —
— controle positivo (1 mg/kg/dia) (IND); 4) tratados com GQ-177 (20mg/kg/dia); 5)
tratados com GQ-145 (20 mg/kg/dia); e 6) tratados com LYSO-7 (20 mg/kg/dia). O
tratamento foi feito de acordo com o protocolo para lesdo avancada, onde os
camundongos receberam dieta hipercolesterolémica, contendo 0,5% de colesterol, por
16 semanas e administragdo dos derivados tiazolidinicos, por gavage, durante as ultimas

4 semanas. A dieta hipercolesterolémica foi mantida durante o tratamento. Apds esse
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periodo, os animais foram eutanasiados e as amostras de sangue e 6rgdos retiradas para

analise.

3.3.3.2. Determinacio do ganho de peso, do perfil lipidico e das aminotransferases

A variagdo de peso dos camundongos tratados com os derivados tiazolidinicos
foi acompanhada desde o primeiro até o ultimo dia de tratamento. A cada inicio de
semana, todos os animais eram pesados, sempre pela manhd e em balanca digital de
precisdo (Mettler Toledo).

Ao final do experimento, os animais foram previamente anestesiados com
xilasina (2,0g / 100mL; Bayer do Brasil, Leverkusen, GER) e cloridrato de cetamina
(1,0g / 10,0mL; Vetaset, Fort. Dodge Saude Animal Ltda, lowa, USA) para a coleta de
amostras de sangue por punc¢do pelo plexo branquial. Apds 2 hs, para retracdo do
codgulo, as amostras foram centrifugadas a 2000 X g a 4° C durante 15 minutos para
obten¢do do plasma, o qual foi armazenado em microtubos e estocado a -80°C até
andlise.

As concentragdes plasmaticas de glicose foram determinadas usando Accu-Chek
Performa (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, USA). A determinagdo de
colesterol total e triglicerideos foi realizada por método enzimatico, segundo
metodologia desenvolvida por Trinder (1969), e para avaliar as concentragdes de HDL
colesterol foi utilizada uma técnica de precipitacio de VLDL e LDL por &cido
fosfotiingstico e cloreto de magnésio, feita de acordo com as instrugdes do fabricante
(Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, MG, BRA). A determinagao da aspartato transferase

(AST) e da alanina transferase (ALT) foi realizada segundo as instrug¢des do fabricante
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(Labtest Diagnostica), baseada nas metodologias desenvolvidas por Karmen (1955) e

Reitman (1957).

3.3.3.3. Avaliacao morfométrica das lesdes aterosclerdticas

Apoés eutandsia, os coragdes dos animais foram expostos e perfundidos com
salina 0,9%, e o 6rgdo contendo a por¢ao superior da aorta foi removido e deixado em
solucdo salina por uma hora para relaxamento da musculatura, com posterior
armazenamento em formalina 10% tamponada, por pelo menos 48h, para fixacdo do
tecido. A inclusdo dos tecidos para corte em criostato foi feita em trés solugdes de
diferentes concentracdes de gelatina (Synth, Diadema, SP, BRA): 1) solugdo a 5% de
gelatina por trés horas; 2) solucdo a 10% de gelatina por mais trés horas; e, 3) solugdo a
25% de gelatina overnight. Todas as etapas ocorreram em banho-maria (temperatura
entre 40-50° C). Apés inclusio, os ventriculos foram seccionados entre o apice e a base,
num plano paralelo a uma linha definida pelas pontas laterais dos atrios. A por¢do
superior dos coracdes foi entdo embebida em meio de inclusdo para criostato (OCT)
(Sakura Finetek, Torrance, CA, USA), dentro da camara de congelamento do criostato
(Leica, Weszlar, GER) e foram feitos cortes consecutivos de 10 um, coletados em
laminas de microscopio cobertas com uma fina camada de gelatina. Os cortes coletados
compreenderam a regido entre o sinus aortico € o inicio da aorta, amostrando uma
extensdo média de 250-400 pum, conforme Paigen et al (1987). Foram coletadas 5
laminas, cada uma contendo 8 cortes, para cada animal. Posteriormente, as laminas
foram coradas com Oil red-O (Sigma) e contra-coradas com hematoxilina (MBF, Sao

Paulo, SP, BRA) e light Green (Sigma). Apds a coloragdo, os cortes foram analisados
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por microscopio oOptico (Zeiss, Jena, GER), acoplado a uma camera fotografica, e a
captura da imagem foi feita utilizando-se um computador. As imagens foram analisadas
pelo programa Axio Vision versdo 4.8.1.0 (Zeiss), ¢ as medidas obtidas em (pixels)?,
sendo posteriormente transformadas em (um)®. Todas as anélises foram feitas por

observadores independentes em um estudo cego.

3.3.3.4. Analise imunohistoquimica

Apos fixacdo, as lesdes aterosclerdticas foram embebidas em parafina. Secc¢des
de 5 uM de espessura foram cortadas e aderidas a laminas silanizadas. Posteriormente,
estas seccdes foram deparafinizadas com xylol e rehidratadas em um gradiente de etanol
(100 — 70%). Para aumentar a exposi¢ao ao epitopo, as seccdes foram aquecidas por 30
minutos em uma solu¢do de tampao de citrato de sodio (0.01M, pH 6.0), sendo
posteriormente tratadas com agua oxigenada em uma concentragdo de 0,3% (v/v)
durante 6 minutos, para minimizar a atividade da peroxidase endogena. Em seguida,
elas foram incubadas por 18 hs a 4°C com os seguintes anticorpos anti-mouse e
diluigoes: ABCA1 (1:300, ABCAM, Cambridge, MA, USA), CD36 (1:300, ABCAM),
CD40 (1:100, ABCAM), CD40L (1:100, ABCAM), and VCAM (1:200, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). A reagdo antigen-anticorpo foi visualizada com
kit Vectastain Elite ABC (Vector, Burlingame, CA, USA) usando 3,3-diaminobenzidina
(DAB) como cromoégeno. As laminas foram contracoradas com hematoxilina, e a
coloracdo positiva resultou em um produto de reacdo marrom. Imagens de mesma
magnitude foram quantitativamente analisadas usando Software Image-Pro Plus

(version 3.0, Media Cybernetics, USA).
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3.3.3.5. Expressio de genes aterogénicos e inflamatorios

Outro grupo de animais foi exposto ao protocolo experimental, e ao término do
mesmo os animais foram anestesiados para coleta das amostras de sangue visando
andlise do perfil lipidico e a por¢do superior do coragdo foi coletada e embebida em
RNA Later (Qiagen, Hilden, GER), reagente que estabiliza o RNA em amostras
teciduais preservando o perfil de expressdo gé€nica. Apds 16hs, as amostras foram
rapidamente acondicionadas em criotubos e congeladas em nitrogénio liquido até
andlise. Em seguida, o tecido cardiaco foi homogeneizado para extracio de RNAm e
proteinas utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), segundo instru¢des do fabricante. O
cDNA foi sintetizado através de transcricdo reversa pelo uso do kit High Capacity,
utilizando 1pg de RNA total. Similarmente aos ensaios in vitro, a reacao de polimerase
em cadeia (PCR) quantitativa foi feita utilizando 1ug de cDNA, reagente Power SYBR
Green mix e sequéncias de primers para camundongos (sense e antisense) de PPARy2,
CD36, ABCA1, VCAM, PECAM, MCP-1, IL-6, IL-1a e IL-1p (TABELA 1). Os
resultados foram normalizados para o rRNA do gene 18S. As condi¢des das reagdes
foram semelhantes ao anteriormente descrito, € os resultados foram calculados de
acordo com o método de comparagdo relativa 2(-Delta Delta c(t)) (LIVAK e

SCHMITTGEN, 2001).

3.3.4. Analises estatisticas

Os dados analisados foram apresentados sob a forma de média + desvio padrao

(S.D.). A significancia estatistica sera avaliada através da analise de variancia

(ANOVA) para um fator, seguido do Teste de Tukey-Kramer para multiplas
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comparagdes. Os dados foram analisados pelo programa estatistico Graphpad, com

nivel a de significancia de 5% (bicaudal).
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Resultados
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4. RESULTADOS

Inicialmente, com o objetivo de fazer uma triagem dos 12 novos derivados
tiazolidinicos, o ensaio de MTT foi utilizado para avaliar a viabilidade celular das
linhagens de macrofagos J774 e RAW 264.7 apos exposi¢ao aos mesmos por 24 h, em
um gradiente de concentracdo de 0,5 a 10 uM. Os resultados demonstraram que cinco
TZDs (GQ-97, GQ-177, GQ-11, GQ-145 e LYSO-7) apresentaram menor toxidade nos
dois tipos celulares, com mais de 90% das células viaveis entre as concentracdes 0,5 -

2,5 uM (TABELA 2 e 3), e por isso, eles foram eleitos para dar seguimento ao projeto.

TABELA 2: Viabilidade celular de macrofagos J774 tratados com os novos derivados
tiazolidinicos, nas concentragdes 0,5 a 10,0 uM. Os resultados estdo apresentados na forma de
média + DP (n=32).

% reducido de MTT

TZD
0,5pM 1pM 2,5 uM 5uM 10pM
GQ97  1144+74 1112+72 1168+55 1126+85 89,9+123
GQ-177 1109419 102.8+52 921+18 882422  81,9+17
GQ-11 957414  940+57 1007449 79.6+9,6  674+9.7
GQ-145  108,1+4,9 994+37  971+50 941+36 81,5425
GQ-89  68,1+11,7 730+119 71,7+108 711+52  57,9+37
GQ-169 732482  71,7+73  707+87  655+79  64,3+83
GQ-150  704+66 714+38  693+33  782+56 73,0136
SF-3 7224142 720+£144 66,6467  627+84  604+49
SF-5 505465 60,8+44 662463 651+137 624467
SF-20 992+47 892+16,1 929+60  83,6+57 782+11,9
SF-23 508+ 1,6 62,6+34  682+62  649+1,1  61,0+0,6
LYSO-7  950+37 964+31 97,6+14  967+37  89,0+5,1




TABELA 3: Viabilidade celular de macréofagos RAW 264.7 tratados com os novos derivados
tiazolidinicos, nas concentra¢des 0,5 a 10,0 uM. Os resultados estdo apresentados na forma de
média + DP (n=32).

% reducdo de MTT
TZD

0,5pM 1nM 2,5 .M 5uM 10pM

GQ-97 92,8 £4,0 93,7+3,0 92,6 £3,5 93,3+3,2 88,4 +4,1
GQ-177 97,2+5,3 93,7+3,4 92,7+2,2 72,5+1,2 69,1 £2.8
GQ-11 923+1,1 90,3 +1,3 91,8 +1,7 89,7+2,2 70,6 £2.,4
GQ-145 96,6 +4,4 92,4+1,8 90,4+ 1,9 83,6+2,3 81,4 +3,8
GQ-89 92,3+3,1 89,4+2,6 88,6 +3,4 89,5+ 3,0 87,0+ 3,4
GQ-169 96,0 £2,5 89,1 +3,0 858+23 84,2+32 80,5+ 3,1

GQ-150 94,2+3.,8 872+1,4 87,5+3,5 90,8 +2,4 86,6 £2,3

SF-3 81,0+ 3,0 76,0 £3,0 69,8 £3,7 642 +22 555+1,2
SF-5 78,6 £2,5 79,4+ 1,7 82,022 83,5+24 84,9 +2,7
SF-20 87,5+2,8 85,7+5,3 78,9 +£3,7 73,4+1,9 65,0+£1,8
SF-23 94,8 £5,0 90,8 +£5,9 93,0+£3,0 87,5+3,4 84,6 + 5,1

LYSO-7  1002+1,7 962+23 102,6+3,1 101,0£2,1 97,8+24
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O proximo passo foi investigar a expressdo génica dos fatores de transcri¢ao
PPARa e PPARY1 nas duas linhagens monociticas expostas aos cinco derivados, na
concentragdo de 2uM, durante 16 h. Neste ensaio, as GQ-177, GQ-145 e LYSO-7
elevaram significativamente a expressao de RNAm de PPARy1 nos dois tipos celulares,
quando comparado ao grupo controle (FIGURAS 9 e 10). Além disso, as GQ-177 e
LYSO-7 também aumentaram significativamente a expressdo génica de PPARa, em

mais de 2.5 vezes em relagdo ao controle (FIGURAS 9 e 10).
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FIGURA 9: Efeito das TZDs sobre a expressdo génica de PPARa e PPARyl em macrofagos J774. As células
foram incubadas com as TZDs (RSG, GQ-97, GQ-177, GQ-11, GQ-145, LYSO-7), na concentragdo 2uM, ¢ em
seguida, 0o RNAm de PPARa e PPARy! foi extraido para construgdo do cDNA e posterior determinagdo por Real
Time PCR quantitativo. Os resultados foram normalisados com RNAm de 18S. Dados estdo em triplicata, e
expressos como média £ SD. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 (comparado ao grupo controle). CG, grupo controle;
FNFB, fenofibrato; RSG, rosiglitazona.
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FIGURA 10: Efeito das TZDs sobre a expressdao génica de PPARo ¢ PPARyl em macrofagos RAW 264.7. As
células foram incubadas com as TZDs (RSG, GQ-97, GQ-177, GQ-11, GQ-145, LYSO-7), na concentragdo 2uM, e
em seguida, o RNAm de PPARa ¢ PPARy1 foi extraido para construgdo do cDNA e posterior determinagdo por
Real Time PCR quantitativo. Os resultados foram normalisados com RNAm de 18S. Dados estdo em triplicata, e
expressos como média £ SD. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 (comparado ao grupo controle). CG, grupo controle;
FNFB, fenofibrato; RSG, rosiglitazona.

Para confirmar o agonismo pelos PPARs, os trés derivados GQ-177, GQ-145 e
LYSO-7 foram avaliados quanto a ativagdo das trés isoformas de PPAR, utilizando o
ensaio de luciferase como gene reporter. A GQ-177 induziu significativamente a
ativagdo de PPARy e de seu respectivo dominio de ligagdo, quando comparado ao
controle, porém em uma menor magnitude que a rosiglitazona (RSG) (FIGURA 11). A
LYSO-7 estimulou a ativacdo de PPARa, na mesma magnitude do fenofibrato, e
também ativou PPARS (FIGURAS 11). Por outro lado, a GQ-145 nao induziu ativagdo

de nenhuma das isoformas de PPAR (FIGURA 11).
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FIGURA 11: Efeito das TZDs sobre a ativagdo de PPAR. Células HEK 293 foram transfectadas com plasmideos
reporteres, plasmideos receptores e lucifectamina por 10hs. Apds esse periodo, elas foram incubadas com as novas
TZDs (GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e os controles positivos (RSG e FNFB), na concentragdo 2,5 uM, por 16hs.
Ensaio de luciferase como gene reporter foi utilizado como metodologia, e os dados sdo resultado de dois
experimentos em triplicata, e estdo expressos como média e desvio padrdo. *P<0.05, ***P<0.001 (comparado ao
controle). CG. egruno controle: FNFB. fenofibrato: RSG. rosiglitazona.
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Como PPARa e PPARY estimulam o efluxo de colesterol por induzir expressao
de LXRa, o ensaio de ativagdo de LXRa e de seu dominio de ligagdo também foi
realizado, utilizando a mesma técnica. E, neste experimento, nenhum dos trés derivados

estimulou a ativagdo de LXRa e seu dominio de ligacao (FIGURA 12).
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FIGURA 12: Efeito das TZDs sobre a ativagdo de LXR. Células HEK 293 foram transfectadas com plasmideos
reporteres, plasmideos receptores e lucifectamina por 10hs. Apds esse periodo, elas foram incubadas com as novas
TZDs (GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e o controle positivo (T1317), na concentra¢do 2,5 uM, por 16hs. Ensaio de
luciferase como gene reporter foi utilizado como metodologia, e os dados sdo resultado de dois experimentos em
triplicata, e estdo expressos como média e desvio padrdo. ***P<0.001 (comparado ao controle). CG, grupo controle.



85

Para confirmar a toxicidade dos novos derivados tiazolidinicos, a inducdo de
morte celular foi avaliada nas duas linhagens de macrofagos, sob as mesmas condigdes
do ensaio de MTT, através de marcacdo com anexina e iodedo de propidio (PI).
Corroborando com os resultados obtidos no ensaio de MTT, os macrofagos
apresentaram menos de 10% de morte celular apds 24 hs de tratamento com os trés

novos derivados tiazolidinicos, entre as concentragdes 0.625 e 5.0 uM (FIGURA 13 e
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FIGURA 13: Efeito das TZDs sobre a indug@o de morte celular em macrofagos J774. As células foram incubados
com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) nas concentragdes 0,5-10,0uM, por 48 hs, sendo em seguida,
marcadas com PI e anexina V ligada a FITC e analisada por citometria de fluxo. Dados estdo em triplicata, e
expressos como média £ SD. *P<(.05; **P<0.01; ***P<0.001. CG, grupo controle; DMSO, dimetilsufoxido.
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FIGURA 14: Efeito das TZDs sobre a inducdo de morte celular em macréfagos RAW 264.7. As células foram
incubados com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) nas concentra¢des 0,5-10,0uM, por 48 hs, sendo em
seguida, marcadas com PI e anexina V ligada a FITC e analisada por citometria de fluxo. Dados estdo em triplicata,
e expressos como média + SD. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. CG, grupo controle; DMSO, dimetilsufoxido.

Como os receptores nucleares PPARs possuem importantes fungdes no
metabolismo de lipideos e efluxo de colesterol, a expressdo génica de CD36, ABCAI e
ABCG] foi avaliada por PCR em tempo real. As trés novas TZDs (GQ-177, GQ-145 e
LYSO-7) aumentaram significativamente a expressdo de RNAm destes trés marcadores,
porém a GQ-145 ndo estimulou a expressdo de ABCG1 em macréfagos RAW 264.7
(FIGURA 16), assim como a GQ-177 e a LYSO-7 ndo elevaram a expressao de ABCALI

e CD36 em macrofagos J774, respectivamente (FIGURA 15).
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FIGURA 15: Efeito das TZDs sobre a expressdo génica de ABCA1, ABCG1 e CD36 em macrofagos J774. As
células foram incubadas com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7), na concentragdo 2uM, e em seguida, o
RNAm de ABCA1l, ABCGle CD36 foi extraido para a construgdo do cDNA e posterior determinagao por Real
Time PCR quantitativo. Os resultados foram normalisados com RNAm de 18S. Dados estdo em triplicata, e
expressos como média £ SD. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 (comparado ao grupo controle). CG, grupo controle;
RSG, rosiglitazona.
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FIGURA 16: Efeito das TZDs sobre a expressao génica de ABCA1, ABCG1 e CD36 em macrofagos RAW 264.7.
As células foram incubadas com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7), na concentragéo 2uM, e em seguida,
o RNAm de ABCA1, ABCG1 e CD36 foi extraido para a construgdo do cDNA e posterior determinag@o por Real
Time PCR quantitativo. Os resultados foram normalisados com RNAm de 18S. Dados estdo em triplicata, e
expressos como média + SD. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 (comparado ao grupo controle). CG, grupo controle;
RSG, rosiglitazona.
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Visto que os trés novos derivados tiazolidinicos elevaram RNAm do receptor
scavenger CD36 em macrofagos RAW 264.7, sua expressdo na superficie destes
também foi avaliada. Neste ensaio, apenas a RSG aumentou significativamente a
expressao deste receptor, enquanto todos os novos derivados apresentaram um perfil de

expressao semelhante ao controle (FIGURA 17).
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FIGURA 17: Efeito das TZDs sobre a expressdo de CD36 na superficie de macrofagos. Macrofagos RAW 264.7
foram incubados com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) na concentragdo 2uM, por 48 hs. Em seguida, o
receptor scavenger CD36 expresso foi marcado com anticorpo ligado a FITC e analisado por citometria de fluxo.
Representagdo como histogramas (A) e como grafico de barras (B) Dados estdo em triplicata, e expressos como
média + SD. **P<0.01 (comparado ao controle). CG, grupo controle; RSG, rosiglitazona.
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Como os agonistas de PPARa e PPARYy possuem a habilidade de inibir a
expressao de genes inflamatoérios, neste estudo o RNAm de iNOS, COX2, IL-6, MCP-1
e VCAM foram investigados por PCR em tempo real, utilizando apenas a linhagem de
macrofagos RAW 264.7, pois a J774 tem seu crescimento celular inibido apos
exposicdo ao LPS, que foi utilizado como estimulo inflamatorio. Os resultados
demonstraram que os trés novos derivados (GQ-177, GQ-145 e LYSO-7) diminuiram
significativamente a expressdo de mRNA de iNOS e COX2, comparado ao controle.
Em adicdo, eles também reduziram significativamente a expressdo de iNOS quando

comparado a RSG, assim como LYSO-7 diminuiu a expressao de COX2 (FIGURA 18).
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FIGURA 18: Efeito das TZDs sobre a expressdo de genes pro-inflamatoérios. Macrofagos RAW 264.7 foram
estimulados com LPS (1 pg/ml) por 5h na auséncia ou presence das TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) na
concentracdo 2uM. Em seguida, mRNA de iNOS e COX2 foi determinado por Real Time PCR quantitativo e
normalizados com RNAm de 18S. Dados representam Média + DP de dois experimentos independentes. **P<0.01,
#%#P<().001 (comparado ao controle); * P<0.05 (comparado ao RSG). CG, grupo controle; LPS, lipopolissacarideo,
RSG, rosiglitazona.



91

Todas as TZDs reduziram significativamente a expressdo de RNAm de VCAM,
quando comparados ao controle, porém apenas a LYSO-7 diminuiu significativamente a
expressao de MCP-1 (FIGURA 19). Nenhum deles promoveu redu¢do na expressao

génica de IL-6, conforme observado com a RSG como controle positivo (FIGURA 19).
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FIGURA 19: Efeito das TZDs sobre a expressdo de genes pro-inflamatoérios. Macrofagos RAW 264.7 foram
estimulados com LPS (1 pug/ml) por 5h na auséncia ou presence das TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) na
concentragdo 2uM. Em seguida, mRNA de VCAM, IL-6 ¢ MCP1 foi determinado por Real Time PCR quantitativo
e normalizados com RNAm de 18S. Dados representam Média + DP de dois experimentos independentes. * P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001 (comparado ao controle). CG, grupo controle; LPS, lipopolissacarideo, RSG, rosiglitazona.
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Devido aos resultados acima descritos, a concentragdo de nitritos mensurada no
sobrenadante celular, induzida por LPS e INFy, também foi determinada. A GQ-177 e a
GQ-145 induziram uma redugdo significante deste pardmetro, ente as concentragdes
1,25 ¢ 2,5 uM, quando comparadas ao grupo controle exposto ao estimulo inflamatorio.
A LYSO-7 também apresentou uma tendéncia em diminuir esse mesmo indice, na

concentragdo de 5,0 uM, em relagao ao mesmo grupo (FIGURA 20).
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FIGURA 20: Efeito das TZDs sobre a concentragdo de nitritos mensurada no sobrenadante celular. Macrofagos
RAW 264.7 foram incubados com as TZDs (GQ-177, GQ-145, LYSO-7), entre as concentragdes 0,625 ¢ SuM, por
20 hs, com posterior exposi¢ao aos estimulos inflamatérios LPS (1pg/mL) e INF y (0,5 UI), por 24 hs adicionais. Os
niveis de nitritos foram determinados por Reagdo de Griess. Dados estdo expressos como média £ SD. *P<0.05
(comparado ao CG estimulado com LPS/INFy). CG, grupo controle; INFy, interferon y; LPS, lipopolissacarideo.
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Em virtude dos resultados in vitro, os novos derivados tiazolidinicos GQ-177,
GQ-145 e LYSO-7 foram eleitos para avaliacdo in vivo. Para isso, os animais foram
divididos em 6 grupos: Controle - tratados com veiculo CMC-NA 0.25%; RSG
(15mg/kg/dia); IND (1 mg/kg/dia); GQ-177 (20mg/kg/dia); GQ-145 (20mg/kg/dia); e
LYSO-7 (20mg/kg/dia). Eles foram alimentados com dieta hipercolesterolémica por 16
semanas e tratados com os compostos por gavagem durante as ultimas 4 semanas, sem
interrupgao da dieta.

Para investigar possiveis mecanismos que expliquem os efeitos antiaterogénicos
dos novos derivados em camundongos LDLr”", o peso corporal, o perfil lipidico e as
aminotransferases hepaticas foram avaliadas nos grupos controle e tratados. Quanto ao

peso corporal nenhuma diferenga significante foi encontrada (FIGURA 21).
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FIGURA 21: Efeito do tratamento de camundongos LDLr”" com novos derivados tiazolidinicos (GQ-177,
GQ-145, LYSO-7) sobre o peso corporal. Todos os grupos apresentavam um niimero de 7 animais.Valores
expressos como média. CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona.
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Comparado ao grupo controle, o tratamento com GQ-177 significativamente
reduziu as concentragdes plasmaticas de glicose assim como aumentou as concentragdes
de HDL-C. Por outro lado, o tratamento com LYSO-7 significativamente diminuiu as
concentragdes plasmaticas de glicose, colesterol total e triglicerideos. A GQ-145 ndo
modificou o perfil lipidico, porém foi o unico derivado a reduzir significativamente as

concentragdes plasmaticas de ALT e AST, semelhante 8 RSG (TABELA 4).

TABELA 4: Concentragdes plasmaticas de glicose, colesterol total (CT), HDL colesterol (HDL-C),
triglicerideos (TG), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) em camundongos
LDLr” alimentados com dieta hipercolesterolémica e tratados com TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145 ¢ LYSO-
7) e IND (antiinflamatério). CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona.

CG RSG IND GQ-177 GQ-145 LYSO-7

(N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=7)
Glicose 104,2 + 92,0+ 85,5+ 83,2+ 89,3 + 80,4 +
(mg/dL) 15,6 9,1 72 4,5 6,4 8,0
CT 1367,5 + 1350,0 + 712,8 + 1258,3 + 1272,2 + 1012,8 +
(mg/dL) 181,6 148,7 87,5 76,2 98,9 236,2""
HDL-C 19,6 + 243+ 273+ 31,6+ 242+ 19,7 +
(mg/dL) 1,5 2,8 5,7 2,3 3,8 6,2
TG 2237+ 221,0 + 185,0 + 220 + 2425+ 176,2 +
(mg/dL) 40,3 31,4 18,5 24,4 31,5 33,7°
AST 415,7 + 247,1 £ 325,0 £ 3433 + 195,7 + 331,2+
(U/L) 95.0 402" 98,3 58,1 250" 151,0
ALT 227,8 + 121,4 + 151,6 + 1833 + 104,2 + 196,2 +
(U/L) 82,0 24,17 47,5 43,6 113" 85,6

Dados sdo expressos como Média + Desvio Padréo.

"P<0.05; “'P<0.01; ""P<0.001; em relacdo ao controle.
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A avaliagdo histoldgica das lesdes revelou que a GQ-177, GQ-145 e LYSO-7
diminuiu significativamente o desenvolvimento de lesdo aterosclerdtica em 29.29%,
20.35% e 18.82%, respectivamente, em relacdo ao controle. A rosiglitazona (RSG)

reduziu em 19.30%, enquanto a indometacina (IND) em 32.68% (FIGURA 22 e 23).
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FIGURA 22: Redugdo das areas da les@o aterosclerdtica em animais hipercolesterolémicos tratados com as TZDs
(RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e IND. Todos os grupos apresentavam um ntimero de 7 animais. Os valores
estdo apresentados em porcentagem e foram estabelecidos em relagdo ao grupo controle. IND, indometacina; RSG
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FIGURA 23: Andlise morfométrica da drea das lesdes aterosclerdticas da aorta ascendente de camundongos LDLr ™"
alimentados com dieta hipercolesterolémica. Todos os animais foram submetidos a dieta por 4 meses, recebendo
durante as ultimas 4 semanas o tratamento com a RSG(B), IND (C), GQ-177 (D), GQ-145 (E) e LYSO-7 (F) por via
oral. Imagens representativas dos cortes histologicos, aumento de 10X. Grafico (G) representativo das areas de

lesdo. Todos os grupos possuiam um numero de 7 animais. Os dados estfo expressos como média + desvio padrio.
CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona.
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Para investigar como os novos derivados tiazolidinicos atenuam a progressao da
lesdo aterosclerdtica, o padrdo de expressao génica na parede arterial foi avaliado. A
GQ-177 e a GQ-145 significativamente elevaram a expressdo de RNAm de PPARYy,
(FIGURA 24). Além disso, a GQ-177 aumentou significativamente a expressao génica
de CD36, ABCA1, VCAM e IL-1a, enquanto que a GQ-145 elevou significativamente
o RNAm de todos os genes avaliados (FIGURAS 24-26). Por outro lado, a LYSO-7
apresentou um perfil semelhante ao controle ou uma tendéncia em diminuir a expressao
génica de PECAM, MCP-1, IL-6, IL-1a e IL-1B (FIGURAS 25 e 26).

Alguns dos genes investigados anteriormente também foram avaliados quanto a
sua expressdo no sinus aortico da lesdo aterosclerdtica. Nestes estudos, os animais
tratados com GQ-177 demonstraram uma significante redu¢ao na expressao de CD36,
CD40 e CDA40L, assim como apresentaram uma tendéncia em diminuir VCAM e em
aumentar ABCA1 (FIGURAS 27-31). A GQ-145 apenas atenuou significativamente a
expressdao de CD40, mas, por outro lado, elevou a expressdo de VCAM (FIGURAS 29 e
31). E, o tratamento com LYSO-7 reduziu significativamente a expressdo de CD40 e

seu ligante, porém também promoveu um aumento em VCAM (FIGURAS 29-31).
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FIGURA 24: Expressdo génica nas lesdes aterosclerdticas de camundongos LDLr” alimentados com dieta
hipercolesterolémica. Todos os animais foram submetidos a dieta por 4 meses, recebendo durante os tltimos 28 dias
tratamento com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e IND (indometacina) por via oral. Apos eutanasia, as
porgdes superiores dos coragdes foram removidas para extragdo do mRNA e quantificagdo por Real Time PCR dos
genes PPARy, CD36 ¢ ABCAI. Os resultados foram normalizados com RNAm de 18S. Todos os grupos possuiam
um numero de 7 animais. Dados representam Média = DP. *P<(.05, ***P<0.001 (comparado ao controle). CG,
grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona.
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FIGURA 25: Expressdo génica nas lesdes aterosclerdticas de camundongos LDLr” alimentados com dieta
hipercolesterolémica. Todos os animais foram submetidos a dieta por 4 meses, recebendo durante os tltimos 28 dias
tratamento com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e IND (indometacina) por via oral. Apos eutanasia, as
porgdes superiores dos coragdes foram removidas para extragdo do mRNA e quantificagdo por Real Time PCR dos
genes VCAM, PECAM e MCP1. Os resultados foram normalizados com RNAm de 18S. Todos os grupos possuiam
um nimero de 7 animais. Dados representam Média = DP. *P<0.05, **P<0.01, ***P<(0.001 (comparado ao
controle); “P<0.05 (comparado a RSG). CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona.
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FIGURA 26: Expressio génica nas lesdes aterosclerdticas de camundongos LDLr” alimentados com dieta
hipercolesterolémica. Todos os animais foram submetidos a dieta por 4 meses, recebendo durante os tltimos 28 dias
tratamento com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e IND (indometacina) por via oral. Apos eutanasia, as
porgdes superiores dos coragdes foram removidas para extragdo do mRNA e quantificagdo por Real Time PCR dos
genes IL-6, IL-10 E IL-1p. Os resultados foram normalizados com RNAm de 18S. Todos os grupos possuiam um
nimero de 7 animais. Dados representam Média + DP. *P<0.05, **P<(.01, ***P<0.001 (comparado ao controle);
#P<0.05, #P<0.001 (comparado a RSG). CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona.
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FIGURA 27: Analise quantitativa da expressdo de ABCA1 em lesdes aterosclerdticas da aorta ascendente de
camundongos LDLr” alimentados com dieta hipercolesterolémica. Todos os animais foram submetidos a dieta por
4 meses, recebendo durante as Gltimas 4 semanas o tratamento com RSG(B), IND (C), GQ-177 (D), GQ-145 (E) e
LYSO-7 (F) por via oral. Imagens representativas dos cortes histologicos, aumento de 20X. Grafico (G)
representativo das areas de lesdo. Todos os grupos possuiam um nimero de 7 animais. Os dados estdo expressos
como média + desvio padrdo. CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona.
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FIGURA 28: Analise quantitativa da expressdo de CD36 em lesdes aterosclerdticas da aorta ascendente de
camundongos LDLr" alimentados com dieta hipercolesterolémica. Todos os animais foram submetidos a dieta por
4 meses, recebendo durante as ultimas 4 semanas o tratamento com RSG(B), IND (C), GQ-177 (D), GQ-145 (E) e
LYSO-7 (F) por via oral. Imagens representativas dos cortes histologicos, aumento de 20X. Grafico (G)
representativo das areas de lesdo. Todos os grupos possuiam um nimero de 7 animais. Os dados estdo expressos
como média + desvio padréo. "P<0.01 (em relagdo ao controle). CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG

rosiglitazona.
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FIGURA 29: Analise quantitativa da expressdo de CD40 em lesdes aterosclerdticas da aorta ascendente de
camundongos LDLr” alimentados com dieta hipercolesterolémica. Todos os animais foram submetidos a dieta por
4 meses, recebendo durante as Gltimas 4 semanas o tratamento com RSG(B), IND (C), GQ-177 (D), GQ-145 (E) e
LYSO-7 (F) por via oral. Imagens representativas dos cortes histologicos, aumento de 20X. Grafico (G)
representativo das areas de lesdo. Todos os grupos possuiam um nimero de 7 animais. Os dados estdo expressos
como média = desvio padrio. "P<0.05, “P<0.001 (em relagdo ao controle). CG, grupo controle; IND,
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FIGURA 30: Analise quantitativa da expressdo de CD40L em lesdes aterosclerdticas da aorta ascendente de
camundongos LDLr” alimentados com dieta hipercolesterolémica. Todos os animais foram submetidos a dieta por
4 meses, recebendo durante as ultimas 4 semanas o tratamento com RSG(B), IND (C), GQ-177 (D), GQ-145 (E) e
LYSO-7 (F) por via oral. Imagens representativas dos cortes histologicos, aumento de 20X. Grafico (G)
representativo das areas de lesdo. Todos os grupos possuiam um nimero de 7 animais. Os dados estdo expressos
como média + desvio padrio. "P<0.05, "P<0.01, ~"P<0.001 (em relagdo ao controle). CG, grupo controle; IND,
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FIGURA 31: Analise quantitativa da expressdio de VCAM em lesdes aterosclerdticas da aorta ascendente de
camundongos LDLr” alimentados com dieta hipercolesterolémica. Todos os animais foram submetidos a dieta por
4 meses, recebendo durante as ultimas 4 semanas o tratamento com RSG(B), IND (C), GQ-177 (D), GQ-145 (E) e
LYSO-7 (F) por via oral. Imagens representativas dos cortes histologicos, aumento de 20X. Grafico (G)
representativo das areas de lesdo. Todos os grupos possuiam um nimero de 7 animais. Os dados estdo expressos
como média + desvio padréo. "P<0.01 (em relagdo ao controle). CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG

rocialitazana
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Visto que o novo derivado tiazolidinico GQ-177 elevou as concentragdes
plasmaticas de HDL colesterol em camundongos LDLr”, assim como também
aumentou a expressao génica de ABCA1 e ABCGI1 nas duas abordagens experimentais
in vitro e in vivo, avaliou-se o efluxo de colesterol radioativo de macrofagos J774 para
aceptores extracelulares Apo A-1 e HDL, apds 8 e 24hs de exposi¢ao a nova TZD.
Neste ensaio, a GQ-177 apenas aumentou significativamente o efluxo de colesterol
mediado pela apo A-1 apos 24 hs de tratamento (FIGURA 32). Por outro lado, o efluxo
mediado pela HDL, mostrou-se significativamente elevado apds 8 e 24hs de exposi¢ao

ao novo derivado (FIGURA 33).
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FIGURA 32: Efeito das TZDs sobre o efluxo de colesterol, mediado pela apo A-1, em macrofagos J774. As células
foram primeiramente incubadas com LDL acetilada e C-Colesterol, por 48 hs, sendo posteriormente expostas a
RSG e a GQ-177, na concentragdo 2uM, por 8 ou 24 hs. Em seguida, elas foram incubadas com o aceptor apo A-1
por 8 hs, e entdo o colesterol radioativo foi mensurado no meio de cultura e nas células lisadas. Os dados sdo
resultados de dois experimentos em triplicata, e estdo expressos como média e desvio padrao. CG, grupo controle;
RSG, rosiglitazona.
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FIGURA 33: Efeito das TZDs sobre o efluxo de colesterol, mediado pela HDl,, em macrofagos J774. As células
foram primeiramente incubadas com LDL acetilada e "*C-Colesterol, por 48 hs, sendo posteriormente expostas a
RSG e a GQ-177, na concentragdo 2uM, por 8 ou 24 hs. Em seguida, elas foram incubadas com o aceptor HDL, por
8 hs, e entdo o colesterol radioativo foi mensurado no meio de cultura e nas células lisadas. Os dados sdo resultados
de dois experimentos em triplicata, ¢ estdo expressos como média e desvio padrdo. CG, grupo controle; RSG,
rosiglitazona.
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5. DISCUSSAO

A relevancia do PPARyY como um importante alvo terapéutico para o tratamento
das DCVs cresce ndo apenas por seus efeitos hipoglicemiantes em pacientes diabéticos,
mas também por seu papel critico na regulacdo das fungdes cardiovasculares.
Entretanto, o aparecimento de efeitos adversos, extensivamente documentados por
estudos clinicos, dificulta a utilizagdo dos agonistas completos de PPARYy e justifica a
busca de outros agonistas totais ou parciais para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas (VILLACORTA et al., 2010).

Neste estudo, inicialmente os novos compostos foram avaliados quanto a
viabilidade em linhagens de macrofagos RAW 264.7 e J774 por ensaio de MTT, onde
definiu-se a concentracdo de 2uM, como a mais segura, pois mais de 90% das células
permaneceram viaveis apds 24h de exposi¢do aos compostos entre as concentragdes 0,5
e 2,5uM. Este resultado foi confirmado pelo ensaio de anexina e iodedo de propideo o
qual demonstrou que, entre as concentragdes 0.625 e 5.0uM, as células tratadas com os
compostos GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 apresentavam menos de 10% de morte celular.

Em seguida, esses trés compostos foram avaliados quanto & ativacdo das trés
isoformas do receptor nuclear PPAR. Quanto a expressdo génica, todos eles
aumentaram a de PPARY, e surpreendentemente, a GQ-177 e a LYSO-7 produziram o
mesmo efeito sobre o PPARa. Porém, quando foi avaliada a ativagdo das mesmas
isoformas por ensaio de luciferase, como gene repodrter, a GQ-177 confirmou-se como
um agonista de PPARy, em menor magnitude do que o agonista classico rosiglitazona,
mostrando-se um potencial agonista parcial desta isoforma, enquanto a LYSO-7

demonstrou ativar PPARa e PPARPB/3, podendo ser um possivel agonista dual.
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Conforme anteriormente descrito, as TZDs sdo farmacos eficientes no
tratamento da resisténcia a insulina que agem como agonistas de PPARy. Entretanto,
seus vdrios efeitos colaterais tém restringido o seu uso terapéutico, e atualmente
acredita-se que o desenvolvimento de agonistas seletivos de PPAR possa contornar
esses problemas. Entre as estratégias para o desenho de novos firmacos esta a pesquisa
por agonistas parciais de PPARy, que apresentem afinidade suficiente pelo PPARy para
preservar seus efeitos sobre a sensibilizacdo de insulina, porém incapazes de satura-lo,
diminuindo os efeitos adversos associados as TZDs (VILLACORTA et al., 2009). Eles
tém sido coletivamente chamados de moduladores de PPARY, e incluem metaglidasem,
halofenato, leucina-FMOC e agonistas parciais ndo-TZDs (RUBENSTRUNK et al.,
2007). Outra estratégia envolve o desenvolvimento de agonistas duais de PPAR, os
quais induzem uma acdo sinérgica e complementar sobre o metabolismo de lipideos,
sensibilidade a insulina e controle da inflamac¢do reduzindo os efeitos adversos do
PPARy sobre a adiposidade (GROSS e STAELS, 2007). Os agonistas duais de
PPARo/y mais estudados sdo os glitazars, que combinam os efeitos sensibilizadores de
insulina da ativagdo de PPARy com os efeitos hipolipemiantes do PPARa, reduzindo as
concentragdes plasmaticas de triglicerideos e aumentando as concentragdes de HDL
colesterol. Em modelos animais, estes compostos tém sido promissores, porém alguns
estudos clinicos tiveram que ser descontinuados devido ao aparecimento de efeitos nao
esperados como anemia e cancer urotelial (FIEVET, FRUCHART e STAELS, 2006).
Agonistas duais de PPARa/PPARS, como o novo composto LYSO-7 avaliado neste
estudo, ainda estdo sob investigacdo (LALLOYER e STAELS, 2010).

Uma das caracteristicas da ativacdo de PPARY estd em estimular a expressao do
receptor scavenger CD36 em adipocitos e macrofagos (SUN et al., 2003). Este ¢ uma

glicoproteina de membrana integral com participacdo em diversas func¢des celulares
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como captagdo de acidos graxos de cadeia longa (LCFA) pelos adipocitos, e de
lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDLox) pelos macrofagos (PEDROSA et
al., 2010), o que promove a formacdo de células espumosas e contribui para a
aterogénese (NICHOLSON, 2004). Os trés novos derivados tiazolidinicos aumentaram
a expressdo génica de CD36, porém ndo alteraram a sua expressdo na superficie dos
macrofagos. Em um estudo anterior, Moore e colaboradores (2001) mostraram que os
agonistas de PPARY, troglitazona e LG268, podem aumentar expressao génica CD36 de
maneira dependente de PPARy, sem induzir o acimulo de colesterol celular, indicando
que as TZDs podem ndo exacerbar a formacgao de células espumosas.

Em adigdo, os trés derivados também aumentaram significativamente os niveis
de RNAm de ABCA1 e ABCG1, quando comparadas ao controle. Esses transportadores
fazem parte de uma grande familia de proteinas envolvidas na exportacdo ou importagao
celular de uma ampla quantidade de substratos incluindo ions, nucleotideos ciclicos,
peptideos, proteinas e lipideos. ABCA1 e ABCGI tém um papel crucial na mediagao do
efluxo celular de fosfolipideos e colesterol para a apo A-I livre de lipideos e
lipoproteinas contendo apo A-I (CAVELIER et al., 2006). Estudos prévios tém relatado
que ativacdo de PPARa ou PPARy em macréfagos pode induzir a expressdo de
ABCALI, o que promoveria a saida de colesterol dos macrdéfagos arteriais para a HDL
(CHINETTI et al., 2001; CHAWNLA et al., 2001).

Desde que o ABCA1 ¢ regulado pelo receptor hepatico X (LXR), alguns
investigadores também demonstraram que a indug¢do de expressio de LXRa por
agonistas de PPARY pode representar um mecanismo indireto de estimulo de ABCALI
(OGATA etal., 2009; CHAWNLA et al., 2001; CHINETTI et al., 1998). Entretanto,

nenhum dos novos derivados ativou LXRa ou o seu dominio de ligagdo, demonstrando
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que o aumento na expressao génica de ABCA1 e ABCGI pelos novos derivados ¢ um
efeito independente da ativagdao de LXR.

Os PPARs também reprimem a expressao de genes de resposta inflamatdria por
um mecanismo denominado transrepressdo dependente de agonista. Este processo nao
envolve a ligagdo do receptor nuclear a regido promotora do gene, mas aqui PPARy
opera por antagonizar a ativacdo dependente de sinal de seus genes alvo por outras
classes de fatores de transcricdo, os quais incluem as proteinas NF-kB e AP-1,
reduzindo assim as vias de sinalizacdo inflamatoérias (STRAUSS e GLASS, 2007).
Dessa forma os agonistas de PPARo e PPARy inibem a expressio de genes
inflamatorios, como iNOS, INFy, IL-18, IL-6 e TNF-a, que promovem o recrutamento
de mondcitos e células T dentro das lesdes, e sua subsequente diferenciagcdo e ativagao
(MARX et al.,, 2002; PASCERI et al.,, 2000). Com relacdo aos novos derivados
tiazolidinicos, todos eles reduziram a expressdo génica de iNOS, COX2 ¢ VCAM,
porém apenas a LYSO-7 diminuiu a expressdo de MCP-1. A expressdo dessa proteina
quimiotatica também ja mostrou ser inibida pela pioglitazona em mondcitos e outros
tipos celulares, reduzindo assim a proliferacdo e migracdo dessas células (DI
GREGORIO et al., 2005).

Os efeitos das TZDs sobre o desenvolvimento de aterosclerose tém sido avaliado
por varios grupos de pesquisa, utilizando para isso modelos experimentais seja em
camundongos com dele¢do genética para o receptor de LDL (NAKAYA et al., 2009;
HE et al., 2006; LI et al., 2004; COLLINS et al., 2001; LI et al., 2000) ou com delecao
genética para apo E (CALKIN et al., 2005; CHEN et al., 2001; CLAUDEL et al., 2001).
Todos eles possuem desenhos similares nos quais os camundongos sdo alimentados com
uma dieta hiperlipidica na presenc¢a ou auséncia dos compostos. Semelhante a estes, o

presente estudo utilizou camundongos LDLr” alimentados com uma dieta rica em
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colesterol por 16 semanas, e submetidos ao tratamento com os novos derivados
tiazolidinicos, GQ-177, GQ-145 e LYSO-7, por gavagem durante as Gltimas 4 semanas.
Rosiglitazona e indometacina foram utilizadas como controles positivos por serem um
agonista classico de PPARy e um agente antiinflamatorio, respectivamente.

Os trés compostos reduziram significativamente a progressdo da lesdo
aterosclerotica, quando comparados ao controle. Além disso, nos animais tratados com
a GQ-177 esse efeito foi acompanhado por aumento nas concentragdes plasmaticas de
HDL colesterol, enquanto no tratamento com a LYSO-7 houve redugdo das
concentragdes plasmaticas de colesterol total e triglicerideos. Em estudos clinicos, a
rosiglitazona e a pioglitazona apresentam efeitos distintos sobre o perfil lipidico,
enquanto a primeira aumenta as concentracdes plasmaticas de colesterol total e LDL
colesterol com reducdo das concentragdes de HDL colesterol, a segunda pode elevar as
concentragdes plasmaticas de HDL colesterol, reduzir as concentracdes de triglicerideos
com pouco ou nenhum efeito sobre as concentracdes de colesterol total e LDL
colesterol (DEEG et al., 2007). Em modelos experimentais, a rosiglitazona também nao
tem demonstrado nenhum efeito sobre o perfil de lipoproteinas (HE et al., 2006; LI et
al., 2000), semelhante aos resultados apresentados por este estudo. Similarmente ao
derivado LYSO-7, animais tratados com BHB-TZD, um inibidor dual de COX2 ¢ 5-
LOX, apresentaram lesdes aterosclerdticas menores associadas a redugdes nas
concentragdes plasmaticas de triglicerideos (CHOI et al., 2010). Além disso, Nakaya e
colaboradores (2009) observaram que a pioglitazona aumentava as concentragdes
plasmaticas de HDL colesterol durante o desenvolvimento de aterosclerose em
camundongos LDLr”" alimentados com uma dieta hiperlipidica por 14 semanas com
suplementa¢do com o firmaco nas ultimas 6 semanas, protocolo semelhante ao usado

neste estudo com a GQ-177.
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De forma similar aos ensaios in vitro, GQ-177 e GQ-145 aumentaram expressao
génica de PPARy, CD36, ABCA1 e VCAM, porém apenas as lesdes dos animais
tratados com o primeiro apresentaram menor expressdo proteica de CD36 e VCAM
assim como demonstraram maior expressdo de ABCA1. Além disso, o tratamento com
GQ-177 também diminuiu significativamente a expressdo proteica de CD40 e seu
ligante, CD40L. Lesdes aterosclerdticas humanas expressam o mediador imunoldgico
CD40 e seu ligante, e uma interacdo entre ambos estes mediadores participam
proeminentemente na resposta imune humoral e celular (MACH et al., 1998). A via
CD40-CD40L nas células associadas ao ateroma in vitro ativam fungdes relacionadas a
aterogénese, incluindo indu¢do de citocinas pro-inflamatérias, metaloproteinases de
matrix, moléculas de adesdo e fatores teciduais (MACH et al., 1998; SCHONBECK et
al., 1997; KARMANN et al., 1995).

Estudo prévio demonstrou que o tratamento com o anticorpo anti-CD40L para
camundongos limitou a aterosclerose em animais LDLr”" alimentados com uma dieta
rica em lipideos por 12 semanas, e adicionalmente, a constitui¢do do ateroma nascente
continha menos macrofagos e linfocitos T, e exibia uma expressdo reduzida de VCAM
(MACH et al., 1998). Um outro estudo, em que camundongos apo E” receberam um
adenovirus recombinante contendo um fragmento de cDNA de PPARYy, demonstrou que
a terapia génica atenuou a aterogénese, estabilizou a placa aterosclerdtica e inibiu a
expressdao de CD40, CD40L, TNFa, MCP-1, VCAM, SR A e MMP-9 (HU et al., 2008).
No presente estudo, apenas o tratamento com a GQ-177 promoveu o aumento da
expressdao génica de PPARy acompanhado por inibigdo da interagdo entre CD40 e seu
ligante, e consequente interrup¢ao no aumento da expressao proteica de VCAM, pois 0s
derivados GQ-145 e LYSO-7 promoveram um aumento significante na expressao

génica e proteica desta molécula de adesdo.
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Por outro lado, o tratamento com a LYSO-7 também interrompeu a via de
sinalizacdo CD40-CD40L, o pode ter influenciado a tendéncia em reduzir a expressao
génica de MCP-1, IL-6, IL-1a e IL-1B, produzida por este composto. Inclusive, o perfil
de expressao génica das lesdes aterosclerdticas de animais tratados com a LYSO-7
mostrou-se similar ao perfil da indometacina em todos os genes avaliados. Este efeito
pode ser explicado pela LYSO-7 promover ativacdo de PPARa, conforme descrito nos
ensaios in vitro, pois esta isoforma de PPAR foi primeiramente proposta ser uma
moduladora de inflamacao desde que o leucotrieno B4, um potente agente inflamatorio,
seria um ligante e agonista para este receptor. Posteriormente, Staels e colaboradores
(1998) relataram que agonistas de PPARa inibiam ativagdo de células musculares lisas
adrticas em resposta a estimulos inflamatorios por reprimir a sinalizagdo de NF-kB.
Além disso, o tratamento com fenofibrato também diminuiu as concentragdes
plasmaticas de IL-6, em pacientes hiperlipidémicos (BERGER e MOLLER, 2002). Os
fibratos, como agonistas de PPARo, também possuem fung¢des como redutores de
triglicerideos, relacionadas a sintese diminuida e catabolismo aumentado das particulas
de VLDL (LALLOYER e STAELS 2010), o que também poderia justificar a redugdo
nas concentragdes plasmaticas de triglicerideos promovida apenas pelo tratamento com
a LYSO-7.

Quanto a GQ-145, esta reduziu significativamente a progressdo da lesdo
aterosclerotica, porém nao alterou o perfil lipidico e elevou a expressdo génica de todos
os marcadores pro-aterosclerdticos e pro-inflamatorios analisados nas lesdes
ateroscleroticas. Novos alvos terapéuticos e mecanismos de acdo deverdo ser
investigados para esta TZD.

Apesar dos estudos prévios em linhagens celulares demonstrarem que os novos

compostos reduziam a expressdo génica de fatores inflamatodrios, esse efeito ndo foi
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observado na andlise dos genes expressos nas lesdes aterosclerodticas, como IL-6, IL-1a
e IL-1p, especialmente em animais tratados com a GQ-177. Esse resultado pode refletir
a heterogeneidade celular da lesdo aterosclerdtica analisada no sinus aortico, de onde o
RNA foi isolado para analise.

Uma vez que o derivado GQ-177 foi o Unico que promoveu aumento nas
concentragdes plasmaticas de HDL colesterol associado a reducdo da progressao da
lesdo aterosclerdtica, aumento na expressao de ABCAI e reducdo de CD36, VCAM e
CD40-CD40L em modelo experimental de aterosclerose, além de também ter elevado a
expressao de ABCA1 e ABCGI em linhagens de macrofagos, o efluxo de colesterol
celular dos macrofagos mediado pelas apo A-1 e HDL,, também foi avaliado para este
composto. Os resultados demonstraram que a GQ-177 realmente participa do processo
de transporte reverso de colesterol, estimulando a saida de colesterol da célula para o
meio de cultura pelos dois mediadores, mas em especial pela HDL, logo ap6s 8h de
exposicao.

O efluxo de colesterol mediado pela HDL e suas apolipoproteinas ¢ um processo
crucial na regulagdo da homeostasia do colesterol do organismo, sendo um importante
alvo terapéutico para a prevengdo e reversdo da aterosclerose. Diferentemente da
maioria das células do organismo, as quais limitam a captacdo e sintese de colesterol
por regular a expressdo do receptor de LDL e a HMG-CoA redutase, os macrofagos
podem acumular grandes quantidades de colesterol pela captacdo descontrolada via
receptor scavenger. Os ésteres de colesterol sdo estocados, intracelularmente, como
goticulas de lipideos citosélicos, em um processo que transforma os macroéfagos em
células espumosas ativadas, as quais produzem fatores de crescimento, citocinas e
proteases que influenciam a progressdo da aterosclerose. Portanto, o efluxo ¢ o tnico

mecanismo pelo qual os macréfagos podem limitar ou reverter o acimulo de colesterol
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celular (VON EKCARDSTEIN, HERSBERGER e ROHRER, 2005).

Neste processo, a captagdo de LDL oxidada pelos macréfagos introduz
colesterol na célula, gerando 6xidos de colesterol os quais por serem ligantes naturais de
LXR, estimulam a formacdo de heterodimeros LXR/RXR e a transcricdo gé€nica de
ABCA1 e ABCGI1. O ABCAL facilita o transporte de fosfolipideos e colesterol para a
apo A-1 da pré-B-HDL, pobre em lipideos e em formato discoide. Pela acdo da LCAT,
este colesterol ¢ esterificado, e essa particula ¢ convertida em HDL esférica (HDL3), a
qual troca colesterol esterificado por triglicerideos de lipoproteinas contendo apo B, em
uma troca mediada pela CETP, originando a HDL,. Esta particula também ¢
incorporadora de mais colesterol por interagdes adicionais com o transportador ABCGI,
nos macrofagos, e posteriormente, ela transporta os ésteres de colesterol para os
receptores SR BI no figado (QUINTAO, NAKANDAKARE e PASSARELLI, 2011).
Na auséncia de transportadores ABCA1 ou ABCGI, os macrofagos acumulam ésteres
de colesterol massivamente em seu citoplasma, evidenciando a importancia fisioldgica
do efluxo de colesterol para a homeostasia do colesterol nos macréfagos (CAVELIER
et al., 2006).

Entretanto, a GQ-177 ndo promoveu ativacdo de LXRa e de seu dominio de
ligacdo, demonstrando que seus efeitos sobre o efluxo de colesterol dos macrofagos e
sobre a expressdo génica de ABCA1 e ABCGI foram independentes deste fator de
transcricdo. Li e colaboradores (2004) observaram que a ativacdo de PPARy pela
rosiglitazona, em macrofagos com delecdo genética para o gene de LXR, reduzia a
esterificacdo de colesterol, induzia expressio de ABCGI e estimulava o efluxo de
colesterol dependente de HDL. Portanto, a GQ-177, como um agonista de PPARY,
poderia aumentar o efluxo de colesterol através de ABCGI, mediado pela HDL,,

mesmo de forma independente de LXR.
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Em conclusdao, os novos derivados tiazolidinicos GQ-177 e LYSO-7
apresentaram diferentes efeitos sobre o desenvolvimento da aterosclerose. O derivado
GQ-177 demonstrou ser um possivel agonista parcial de PPARy que aumentou a
expressao génica de CD36, ABCA1 e ABCGI1, promoveu efluxo de colesterol para apo
A-1 e HDL,, e reduziu expressdo de genes inflamatdrios como iNOS, COX2 e VCAM
em linhagens monociticas, assim como também inibiu a progressdo da placa
aterosclerotica associada a elevadas concentragdes plasmaticas de HDL colesterol, com
aumento na expressao de ABCAL1 e reducao da interagdo CD40-CD40L, em modelo de
aterosclerose experimental. Por outro lado, o derivado LYSO-7 mostrou ser um
potencial agonista dual de PPARa/PPARS que promoveu elevagdo na expressdo génica
de CD36, ABCA1 e ABCGI e reducdo da expressdo de genes inflamatorios como
iNOS, COX2, VCAM e MCP1 em macrdfagos, assim como também apresentou uma
inibicdo da aterogénese acompanhada por diminui¢do nas concentragdes plasmaticas de
colesterol total e triglicerideos, com reducdo na via CD40-CD40L e expressdo de
citocinas inflamatérias. Entretanto, estudos adicionais ndo necessarios com o objetivo
de caracterizar as vias de sinalizagdo intracelular envolvidas no transporte reverso de
colesterol e atividade antiinflamatéria promovida pelas GQ-177 e LYSO-7,

respectivamente.
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6. CONCLUSOES

Ensaios in vitro utilizando linhagens de macréfagos murinos J774 ¢ RAW 264.7

tratados com as novas tiazolidino-2,4-dionas:

» A concentragdo de 2uM foi eleita a mais segura para dar seguimento ao projeto,
pois mais de 90% das células permaneceram vidveis apos 24h de exposi¢do aos
compostos entre as concentracoes 0,5 e 2,5uM;

» As tiazolidino-2,4-dionas GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 estimularam a expressao
génica de PPARy, sendo que a GQ-177 e a LYSO-7 também estimularam
expressao do RNAm de PPARaq;

» As tiazolidino-2,4-dionas GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 aumentaram expressao
génica de CD36, porém nao promoveram o mesmo efeito sobre a sua expressao
na superficie do macrofago;

» As tiazolidino-2,4-dionas GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 reduziram expressiao
génica de iINOS, COX2 e VCAM, assim como diminuiram a concentragdo de
nitritos no meio de cultura apés estimulo inflamatério com LPS, no entanto,
apenas a LYSO-7 inibiu a expressdo génica de MCP-1;

» As tiazolidino-2,4-dionas GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 elevaram a expressao
génica de ABCAIl e ABCGI, mas apenas a GQ-177 aumentou o efluxo de
colesterol em macrofagos, mediado por apo A-1 e HDL,, especialmente pelo

ultimo.
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* Ensaios in vitro com células embrionarias humanas de rim (HEK 293):

» A GQ-177 promoveu ativagdo de PPARYy, assim como também o ativou apods
ligacdo ao seu dominio de ligacdo ao agonista (LBD), porém em menor
magnitude que a rosiglitazona, demonstrando ser um agonista parcial deste
receptor;

» A LYSO-7 promoveu a ativagdo de PPARa e de PPARP/S, podendo ser um
possivel agonista dual destes dois receptores nuclerares;

» Nenhuma das trés tiazolidino-2,4-dionas ativou o receptor LXRa ou promoveu

ativacao deste apos ligacdo ao seu dominio LBD.

* Ensaios in vivo utilizando camundongos com delecdo genética para o receptor de
LDL tratados com as novas tiazolidino-2,4-dionas em modelo de aterosclerose
avancada:

» A GQ-177 reduziu a progressdo da lesdo aterosclerotica em 29,29%, com
aumento nas concentragdes plasmaticas de HDL colesterol, elevacdo na
expressdo de ABCA1 e redugdo na interagdo CD40-CD40L;

» A LYSO-7 também diminuiu o desenvolvimento da placa aterosclerdtica em
19%, associado a diminui¢do nas concentragdes plasmaticas de colesterol total e
triglicerideos, redug¢do na expressdo de CD40 e seu ligante, e inibicdo da
expressdo génica de citocinas inflamatorias;

» A GQ-145 inibiu a progressdo da lesdo aterosclerotica, em menor grau, porém
ndo alterou a perfil lipidico e aumentou a expressdo de todos os fatores

aterogénicos e inflamatodrios avaliados.
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