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RESUMO 

 

CÉSAR, F. A. Propriedades antiaterogênicas de novas tiazolidino-2,4-dionas. 2012. 

142 f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2012.  

 

Tiazolidinadionas (TZDs) são agentes sensibilizadores de insulina que agem por ligação 

ao receptor gama ativado por proliferador de peroxissomos (PPARγ). Elas têm 

apresentado efeitos cardioprotetores em humanos e propriedades anti-aterogênicas em 

modelos animais. Estudos in vitro têm sugerido que esses efeitos anti-aterogênicos da 

ativação de PPARγ ocorrem por inibição da expressão de genes pro-inflamatórios e por 

aumentar o efluxo de colesterol via ativação dos receptores LXR-ABCA1. Entretanto, 

vários efeitos colaterais são associados ao tratamento com as TZDs, tornando necessária 

a pesquisa por novos compostos desta classe. Neste estudo, 14 novas tiazolidina-2,4-

dionas, que são TZDs modificadas por bioisosterismo, foram avaliadas quanto à 

expressão de fatores aterogênicos e inflamatórios em linhagens de macrófagos J774 e 

RAW 264.7 e em camundongos com deleção genética para o receptor de LDL (LDLr-/-). 

Após a avaliação da citotoxicidade em macrófagos, foram eleitas cinco TZDs, 

denominadas de GQ-11, GQ-97, GQ-177, GQ-145 e LYSO-7. Três destas TZDs (GQ-

145, GQ-177 e LYSO-7) aumentaram significativamente a expressão de RNAm dos 

fatores de transcrição PPARγ1, PPARγ2 e do receptor CD36, assim como também 

aumentaram a expressão gênica de ABCA1 em 2.9, 3.5 e 6.7 vezes, respectivamente. 

Em adição, estas TZDs diminuíram a expressão gênica de iNOS, COX2, VCAM e IL-6 

associado a redução na produção de nitritos, mas apenas a LYSO-7 reduziu 

significativamente a expressão desses genes quando comparada à rosiglitazona (RSG), 

além de diminuir a expressão da proteína-1 quimiotática para monócitos (MCP-1). No 

estudo experimental, os camundongos LDLr-/- machos foram alimentados com dieta 

hipercolesterolêmica por 16 semanas e quatro semanas antes da eutanásia receberam os 

derivados tiazolidínicos (20 mg/kg/dia) por gavagem. GQ-177 inibiu a progressão da 

placa aterosclerótica associada à aumento nas concentrações plasmáticas de HDL-C, 

com elevação na expressão de ABCA1, e redução da via inflamatória CD40-CD40L. 

LYSO-7 também mostrou inibição da aterogênese associada à redução das 

concentrações plasmáticas de colesterol total e triacilgliceróis, com diminuição na 

interação entre CD40-CD40L e expressão de citocinas inflamatórias. A GQ-145 não 



 
 

alterou os níveis plasmáticos dos lipídeos, mas aumentou a expressão de todos os genes 

pró-aterogênicos e pró-inflamatórios. Adicionalmente, as vias de ativação destas novas 

TZDs também foram estudadas por ensaio de luciferase, como gene repórter. A GQ-177 

induziu ativação de PPARγ e ligação ao seu domínio, enquanto a LYSO-7 estimulou 

ativação de PPARα e PPARδ. 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 antiinflamatórios, e poderiam ser uma 

alternativa promissora para o tratamento da aterosclerose. Porém, estudos 

complementares são requeridos para caracterizar as vias de sinalização intracelular, 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

CÉSAR, F. A. Antiatherogenic properties of new thiazolidin-2,4-diones. 2012. 142 

p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2012.  

 

Thiazolidinediones (TZDs) are insulin-sensitizing agents that act by binding to 

peroxisome proliferator-activated receptor-γ (PPARγ). 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 PPARγ 

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 PPARγ1, PPARγ2 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 ABCA1 

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 PPARγ, whereas LYSO-7 stimulated activation of PPARα and 

PPARβ/δ.  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. INTRODUÇÃO 

 

As doenças cardiovasculares (DCVs) representam a principal causa de 

morbidade e morte prematura em todo o mundo e contribuem substancialmente para o 

alto gasto com assistência médica e cuidados com a saúde. Das cerca de 58 milhões de 

mortes a nível mundial em 2005, 30% foram causadas por DCVs (FIGURA 1), sendo 

importante reconhecer que uma proporção substancial destas mortes (46%) foram de 

pessoas com menos de 70 anos de idade, no período mais produtivo da vida. Além 

disso, a Organização Mundial de Saúde (WHO) estima que entre 2006 e 2015, as 

mortes por doenças não transmissíveis possam aumentar em 17%, enquanto as mortes 

por doenças infecciosas, deficiências nutricionais e condições maternas e perinatais 

combinadas diminuam em 3% (WHO, 2007). 

 

 

 

 

 

FIGURA 1: Representação 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 países desenvolvidos, o 

impacto das doenças crônicas está crescendo continuamente, em países de baixa e 

média renda, e vem gerando grandes efeitos adversos na qualidade de vida dos 

indivíduos afetados, além de impactos econômicos negativos para as famílias, 

comunidades e sociedade em geral.  Cerca de 80% das mortes por doenças crônicas 

como DCVs, diabetes, câncer e doenças respiratórias já ocorrem nesses países (WHO, 

2007). No Brasil, as doenças do sistema circulatório já respondem por 31,8% das causas 

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

 

 

 

 

 

 A etiologia primária das DCVs é a aterosclerose, uma doença de grandes e 

médias artérias caracterizada pela formação de placas ateroscleróticas compostas por 

um centro necrótico, regiões calcificadas, acúmulo de lipídeos modificados, células 

musculares lisas inflamadas, células endoteliais, leucócitos e células espumosas (ROSS, 

 

	
   FIGURA 2: Principais causas de morte no Brasil, em todas as idades, 2008.   
(Adaptado de DATASUS, 2011) 
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1999). Estas características demonstram a complexidade da doença aterosclerótica, na 

qual componentes vasculares, metabólicos e imunológicos estão envolvidos.  

 

1.1. Aterogênese 

 

O termo arteriosclerose, referente ao enrijecimento das artérias, foi 

primeiramente introduzido por Jean Lobstein em 1829. Poucos anos depois, alterações 

imunológicas celulares dentro das artérias foram descritas por duas escolas de patologia: 

em uma delas, Rudolf Virchow postulou que a inflamação tinha um papel primário no 

processo aterosclerótico; em contraste, Carl Von Rokitansky sugeriu que a disfunção 

endotelial e inflamação seriam secundárias à injúria inicial na parede vascular, devida a 

processos mecânicos e toxinas (MAYERL et al., 2006). Apesar destes estudos, apenas 

na década de 1970, após um século, o modelo de resposta à injúria foi descrito (ROSS, 

GLOMSET e HARKER, 1977). Atualmente, um grande número de estudos tem 

enfatizado o papel chave da inflamação no início e progressão da aterosclerose, sendo 

esta descrita como uma doença inflamatória crônica que produz placas arteriais 

caracterizadas por infiltrado inflamatório, acúmulo de lipídeos, morte celular e fibrose 

(ANDERSSON, LIBBY e HANSSON, 2010).  

 A artéria saudável apresenta três camadas distintas morfologicamente. A camada 

mais interna, chamada de íntima, está alinhada a uma monocamada de células 

endoteliais em seu lado luminal, e a uma camada de fibras elásticas em seu lado mais 

periférico. A íntima normal é muito fina, e consiste de uma matriz extracelular, 

composta por proteoglicanos e colágeno, sendo a região onde as lesões ateroscleróticas 

se formam. A camada média, contem células musculares lisas embebidas em uma 

complexa matriz extracelular, rica em elastina e colágeno. E, a camada mais externa 
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chamada de adventícia, é composta por mastócitos, terminações nervosas e microvasos 

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

 

 

 

 

 As células endoteliais arteriais normalmente resistem à fixação dos glóbulos 

brancos do sangue, porém quando sujeitas a estímulos irritantes como dislipidemias, 

hipertensão e mediadores pró-inflamatórios, elas expressam moléculas de adesão que 

captam os leucócitos em sua superfície. Paralelamente, mudanças na permeabilidade 

endotelial e na composição da matriz extracelular promovem a entrada e retenção de 

lipoproteínas de baixa densidade (LDLs) ricas em colesterol na parede arterial (TABAS, 

WILLIAMS e BOREN, 2007). Mediadores químicos, como as partículas quimiotáticas 

de monócitos (MCP-1), também são estimulados, direcionando a migração dos 

leucócitos ligados ao endotélio para a íntima arterial. Uma vez residente neste sítio, os 

monócitos se diferenciam em macrófagos teciduais, internalizam as partículas de LDL 

FIGURA 3: Arquitetura de uma artéria saudável (Adaptado de LIBBY, RIDKER e HANSSON, 
2011). 
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modificadas, acumulando o colesterol como gotículas citoplasmáticas e se tornam 

células espumosas, termo que reflete a aparência microscópica destes macrófagos 

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

 

 

 

 

 Estas células espumosas apresentam um perfil pró-inflamatório, com produção 

de fatores de crescimento, citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL-12, TNFα, INFγ) 

e espécies reativas de oxigênio. Alguns fagócitos mononucleares também têm as 

características, e provavelmente a função apresentadora de antígenos, das células 

dendríticas. Outras classes de leucócitos, como linfócitos e mastócitos, embora em 

menor número do que os macrófagos, também se acumulam no ateroma nascente e 

possuem importantes funções reguladoras nas placas (GALKINA e LEY, 2009).  

  Durante esse processo, células musculares lisas migram da camada média para a 

íntima e proliferam em resposta a mediadores como os fatores de crescimento derivados 

das plaquetas. Na íntima essas células produzem moléculas de matriz extracelular, 

FIGURA 4: Primeiros estágios na formação dO ateroma, a partir da entrada de leucócitos para a 
íntima arterial, captação de partículas de LDL modificadas e formação da célula espumosa (Adaptado 
de LIBBY, RIDKER e HANSSON, 2011) 
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incluindo colágeno intersticial e elastina, e formam uma capa fibrosa que cobre a placa 

(FIGURA 5). Esta capa recobre uma coleção de células espumosas, algumas das quais 

morrem e liberam seu conteúdo lipídico, que se acumula extracelularmente. A remoção 

ineficaz das células mortas, um processo conhecido como eferocitose, pode promover o 

acúmulo de restos celulares e lipídeos extracelulares, formando um centro rico em 

lipídeos chamado core necrótico da placa (FIGURA 6) (TABAS, 2010).  

 

 

 

 

 

Este cenário inflamatório estimula a expressão de metaloproteinases de matriz 

(MMPs), enzimas que degradam colágeno, e também gera mediadores que promovem a 

morte das células musculares lisas, as quais são a fonte de colágeno. Isto torna a capa 

fibrosa mais fina, pobre em colágeno, composta por poucas células musculares lisas e 

FIGURA 5: Migração das células musculares lisas e formação da capa fibrosa (Adaptado de LIBBY, 
RIDKER e HANSSON, 2011). 
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abundantes macrófagos, e dessa forma, mais suscetível à ruptura. Consequentemente, 

quando há uma fratura da capa fibrosa, o material pro-coagulante no centro da placa é 

exposto às proteínas de coagulação no sangue, resultando em trombose (FIGURA 6). 

Portanto, as placas ateromatosas causam manifestações clínicas quando esses trombos 

interrompem o fluxo localizado, ou embolizam e alojam-se nas artérias distais, e 

também quando produzem estenoses que limitam o fluxo sanguíneo levando a uma 

isquemia tecidual (LIBBY, 2009). 

 

 

 

  

 

A hipótese de resposta à injúria proposta por Russel Ross (1977) introduziu o 

conceito de que o gatilho para a formação da lesão aterosclerótica seria a origem das 

FIGURA 6: Trombose e complicações da aterosclerose (Adaptado de LIBBY, RIDKER e 
HANSSON, 2011). 
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células espumosas através das interações entre células endoteliais e monócitos, e a 

proliferação das células musculares lisas induzidas por fatores de crescimento. Esse 

conceito foi aperfeiçoado pela descoberta do papel dos macrófagos, neutrófilos, células 

T e células dendríticas, assim como a identificação de moléculas sinalizadoras como as 

citocinas quimiotáticas, reguladoras do recrutamento e homeostasia das células 

inflamatórias. Juntos esses achados oferecem um número abundante de alvos 

específicos que são de grande valor para o aperfeiçoamento das técnicas diagnósticas e 

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

 

1.2. Fatores de risco 

 

A prevenção e o tratamento da doença aterosclerótica consistem em reduzir a 

incidência dos fatores de risco, os quais são comumente classificados em função de sua 

natureza. Os biológicos são aqueles referentes às características próprias de cada 

indivíduo como, por exemplo, idade, sexo, história familiar, concentrações plasmáticas 

das lipoproteínas, diabetes e pressão arterial. E, os de natureza comportamental são 

aqueles relacionados ao estilo de vida, como sedentarismo, dieta alimentar, tabagismo e 

consumo de álcool.  Alguns destes fatores são inevitáveis e imutáveis, porém outros 

podem ser controlados e modificados, em especial os comportamentais (GUERRA et 

al., 2003). 

Apesar de um único fator de risco ser capaz de contribuir para o 

desenvolvimento das DCVs, eles tendem a agregar-se, multiplicando o risco de 

desenvolvimento de doenças. Um exemplo é a síndrome metabólica, que segundo a I 

Diretriz Brasileira de Diagnóstico e Tratamento para Síndrome Metabólica (2005), é 

uma designação atribuída a associação de fatores de risco para doenças 
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cardiovasculares, vasculares periféricas e diabetes mellitus tipo 2, e se caracteriza pela 

combinação de obesidade abdominal, hipertrigliceridemia, dislipidemia, hipertensão 

arterial e hiperinsulinemia.  

O próprio diabetes mellitus tipo 2 representa um preditor independente de alto 

risco para doença aterosclerótica e suas consequências clínicas. Ele caracteriza-se por 

altas concentrações plasmáticas de triglicerídeos, baixas de HDL colesterol, e elevações 

moderadas de colesterol total e LDL colesterol. Em pacientes diabéticos, o controle da 

glicemia tem uma importante influência sobre a prevenção das DCVs, apesar de em 

muitos casos o tratamento para dislipidemias ainda se fazer necessário (MANOMI, 

GENOVESE e MANNUCCI, 2013). 

Portanto, a obesidade e as dislipidemias, com elevadas concentrações 

plasmáticas de colesterol total e concentrações reduzidas de HDL colesterol, ainda são 

os principais fatores de risco para as condições associadas à aterosclerose 

(ARSENAULT, BOEKHOLDT e KASTELEIN, 2011). Os investigadores do Estudo 

Framingham foram os primeiros a mostrar que o risco de DCVs aumenta em função da 

quantidade de colesterol transportado pelas frações de lipoproteínas como a LDL, sendo 

inversamente associado com a concentração de colesterol transportada pela HDL, que é 

a fração de lipoproteína anti-aterogênica (CASTELLI, 1988). Este achado é similar em 

ambos os sexos, grupos etários e etnias. Por isso, a maioria dos algoritmos que avaliam 

o risco cardiovascular na prática clínica utiliza as concentrações de colesterol total, LDL 

colesterol e HDL colesterol como parâmetros bioquímicos (CONROY et al., 2003).  
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1.3. TRATAMENTO 

 

As estratégias para tratamento da doença aterosclerótica envolvem duas 

abordagens distintas. A primeira é feita através de medidas não-farmacológicas que 

consistem em mudanças comportamentais como aumento da atividade física e 

modificações alimentares. Essa terapia nutricional deve contemplar questões culturais, 

regionais, sociais e econômicas, devendo ser agradável ao paladar e visivelmente 

atraente. E, o paciente também deve receber orientações relacionadas à seleção, 

quantidade, técnicas de preparo e substituição dos alimentos (KRIS-ETHERTON et al., 

2002). 

De acordo com a IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevenção da 

Aterosclerose (2007), as recomendações nutricionais sugerem um consumo diário de 

50-60% de carboidratos, 25-35% de gordura total e, aproximadamente, 15% de 

proteínas. Do consumo diário de gordura, deve-se ingerir até 7% de ácidos graxos 

saturados, até 10% de ácidos graxos poliinsaturados e até 20% de ácidos graxos 

monoinsaturados. Além disso, é recomendado consumir diariamente menos de 200 mg 

de colesterol e 20-30 g de fibras.  

A segunda abordagem é feita através da intervenção terapêutica, a qual deve 

sempre acontecer com base em uma avaliação de risco para DCVs, sendo necessário 

realizar um histórico detalhado, exame clínico e testes laboratoriais para descobrir o tipo 

de dislipidemia presente (BHATNAGAR, SORAN e DURRINGTON, 2008). Pacientes 

que apresentam um risco cardiovascular baixo a intermediário são primeiramente 

encaminhados para o tratamento não-farmacológico, e caso não alcancem as metas, são 

direcionados à intervenção terapêutica. Por outro lado, os indivíduos que apresentam 
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um alto risco devem iniciar as medidas não-farmacológicas e a terapia com 

hipolipemiantes simultaneamente. 

Os sequestrantes de ácidos biliares ou resinas estão em uso clínico a mais de três 

décadas, e são os mais seguros por não serem absorvidos pelo intestino, sendo por isso 

os únicos permitidos na infância e durante a gravidez. Estes fármacos são moléculas 

carregadas positivamente que se ligam aos ácidos biliares carregados negativamente e, 

devido a formação de um complexo de tamanho grande, não são absorvidos no 

intestino, sendo excretados nas fezes ligados aos ácidos biliares. Desde que 95% dos 

ácidos biliares são normalmente reabsorvidos, a interrupção deste processo depleta o 

pool de ácidos biliares, e aumenta a síntese hepática de ácidos biliares através de 

colesterol. Como resultado, o conteúdo de colesterol hepático diminui, estimulando a 

produção de receptores de LDL, o que eleva a remoção das partículas de LDL colesterol 

da circulação e diminui suas concentrações plasmáticas. Mas este efeito é parcialmente 

compensado pelo aumento da síntese hepática de colesterol causado pelo estímulo da 

coenzima A 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG-CoA) redutase, portanto a inibição da 

atividade desta coenzima por um fármaco específico aumenta substancialmente a 

eficácia das resinas. Adicionalmente, a produção elevada de ácidos biliares é 

acompanhada por um aumento na síntese hepática de triglicerídeos, aumentando as 

concentrações plasmáticas deste lipídeo. Consequentemente, a hipertrigliceridemia 

severa é uma contra-indicação ao uso desses fármacos (INSULL, 2006).  

As estatinas, comercializadas a partir da década de 1980, são os agentes mais 

efetivos e melhor tolerados para o tratamento das dislipidemias. Múltiplas triagens 

clínicas têm documentado a eficácia e segurança das estatinas em reduzir eventos 

cardiovasculares fatais e não fatais, acidente vascular cerebral e a mortalidade total 

(RIDKER, 2009). Estes fármacos são inibidores competitivos da HMG-CoA redutase, 
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que cataliza um passo limitante na biossíntese de colesterol, resultando na inibição da 

síntese hepática de colesterol e redução do seu conteúde intracelular. Como 

consequência, há aumento do número de receptores de LDL na superfície do hepatócito 

resultando em maior remoção das partículas de VLDL, IDL e LDL colesterol da 

circulação para repor o colesterol intracelular. Além da maior expressão dos receptores 

de LDL, também há menor degradação dos receptores já existentes (ENDO, 2010). Em 

adição, as estatinas também apresentam efeitos pleitrópicos sobre a funçao vascular 

como a melhora da função endotelial, redução da ativação e proliferação de macrófagos, 

ação antioxidante, antiinflamatória e antiangiogênica (RIDKER, 2009). Apesar de 

serem muito raros, os efeitos adversos mais observados são hepatite, miosite e 

rabdomiólise. Por isso, recomenda-se a dosagem das concentraçõse basais de 

creatinofosfoquinase (CK) e das transaminases hepáticas (AST e ALT) para a 

identificação de possíveis efeitos adversos, devendo ser repetida a cada reavaliação ou a 

cada aumento de dose (BHATNAGAR, SORAN e DURRINGTON, 2008). 

A ezetemiba foi o primeiro fármaco a inibir a absorção de colesterol pelos 

enterócitos no intestino delgado, sem afetar a absorção de outros nutrientes. Ela diminui 

as concentrações plasmáticas de colesterol total e LDL colesterol, por inibir a NPC1L1, 

proteína que faz o transporte facilitado de colesterol da luz intestinal para o enterócito, 

como consequência há redução da incorporação de colesterol dentro dos quilimícrons, 

diminuindo a disponibilização de colesterol ao fígado pelos remanescentes de 

quilomícrons. Essa disponibilidade reduzida estimula a expressão de genes hepáticos 

reguladores da expressão dos receptores de LDL e da biossíntese de colesterol. A maior 

expressão de receptor de LDL eleva a remoção de colesterol do plasma, reduzindo as 

concentrações plasmáticas de LDL colesterol. Tem sido mais frequentemente 

empregada em associação com as estatinas, em função da potenciação da redução do 
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colesterol intracelular (redução da síntese hepática pela estatina e da absorção intestinal 

pela ezetimiba). Raros efeitos adversos têm sido apontados, porém por precaução 

recomenda-se que ela não seja utilizada em casos de doença hepática aguda (DAVIS JR, 

LOWE e NEFF, 2011).  

A niacina, um dos fármacos mais antigos para tratar as dislipidemias, em 

especial hipertrigliceridemia, afeta favoravelmente todos os parâmetros lipídicos. É uma 

vitamina do complexo B hidrossolúvel que aumenta as concentrações de HDL 

colesterol, diminui as concentrações de triglicerídeos e LDL colesterol, sendo também o 

único fármaco hipolipemiante que diminui significantemente as concentrações de Lp(a). 

No fígado, niacina diminui a síntese de triglicerídeos por inibir a síntese e esterificação 

de ácidos graxos, efeito que aumenta a degradação de apo B. A redução da síntese de 

triglicerídeos reduz a produção de VLDL hepática, diminuindo as concentrações 

plasmáticas de LDL. Como as concentrações de VLDL e LDL estão reduzidas, há uma 

diminuição na troca de triglicerídeos destas partículas pelos ésteres de colesterol das 

partículas de HDL colesterol, elevando as concentrações plasmáticas destas últimas 

(RUBIC et al., 2004). Efeitos cutâneos como rubor e prurido na face e tronco limitam a 

adesão dos pacientes. Hepatotoxidade, manifestada pela elevação da atividade das 

aminotransferases hepáticas, assim como hiperglicemia, também são efeitos adversos 

observados e, devido a isso, seu uso em pacientes diabéticos deve ser cauteloso com o 

monitoramento semanal das concentrações plasmáticas de glicose (LUKASOVA et al., 

2011).  

Os fibratos são agonistas de receptor alfa ativado de proliferação de 

peroxissomos (PPARα), o qual é expresso primariamente no fígado e tecido adiposo, e 

em menor proporção no rim, coração e músculo esquelético. Estes fármacos reduzem os 

triglicerídeos por estímulo da oxidação dos ácidos graxos, aumentam a síntese de LPL, 
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e reduzem expressão de ApoC III. Os fibratos também aumentam as concentrações de 

HDL por estimular expressão de ApoA I e ApoA II (RADER, 2003). Eles são 

compostos usualmente bem tolerados, porém efeitos adversos gastrintestinais, erupções 

cutâneas, perda de cabelo, mialgias, fadiga, dor de cabeça, impotência, anemia, e 

pequenas elevações nas aminotransferases hepáticas e fosfatase alcalina ocorrem em 

aproximadamente 5% dos pacientes (PRUEKSARITANONT et al., 2002). Os fibratos 

são os fármacos de escolha para o tratamento de indivíduos dislipidêmicos com 

hiperlipoproteinemia tipo III, incluindo aqueles com severa hipertrigliceridemia que 

estão sob risco de pancreatite, além de serem usados em pacientes com níveis altos de 

triglicerídeos e baixos de HDL colesterol portadores de síndrome metabólica ou 

diabetes tipo 2 (ROBINS, 2001).   

Os inibidores da proteína de transferência de éster de colesterol (CETP) agem 

por ligação a esta glicoproteína plasmática sintetizada pelo fígado, bloqueando a troca 

de éster de colesterol das partículas de HDL por triglicerídeos de lipoproteínas ricas 

nestas partículas. Dessa forma, há a formação de uma HDL rica em ésteres de 

colesterol, que os transferirá para o fígado onde serão excretados junto à bile e fezes. 

Em modelos animais, a inibição da CETP resulta em maiores concentrações de HDL, 

menores concentrações de LDL e resistência ao desenvolvimento de aterosclerose. O 

torcetrapib foi o primeiro inibidor de CETP avaliado em triagens clínicas com pacientes 

cujas concentrações plasmáticas de HDL eram menores que 40mg/dL, e em todos os 

grupos avaliados houve aumento das concentrações de HDL. Porém os estudos com 

torcetrapib foram interrompidos devido ao aumento na mortalidade e elevação da 

pressão sistólica (BARTER e KASTELEIN, 2006). Atualmente, estudos clínicos estão 

sendo realizados com o dalcetrapib, um outro inibidor de CETP, que tem elevado as 

concentrações plasmáticas de HDL colesterol quando administrado sozinho ou em 
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combinação com uma estatina, sem apresentar efeito sobre a pressão sanguínea ou 

expressão de genes envolvidos no sistema renina-angiotensina-aldosterona. Porém, a 

triagem clínica OUTCOMES não tem demonstrado benefícios clínicos significativos 

(HOOPER e BURNETT, 2012). 

Portanto, como muitos marcadores de risco para DCVs como dislipidemias, 

hipertensão, obesidade central e fatores inflamatórios, coexistem com a resistência a 

insulina e subsequente hiperglicemia, tem havido uma maior atenção e interesse por 

terapias antidiabéticas, que além de suas propriedades sensibilizadoras de insulina, 

também apresentem efeitos cardiovasculares benéficos (CERIELLO, 2008). Neste 

contexto, fármacos antidiabéticos como as tiazolidinadionas (TZDs) representam uma 

promessa, pois reduzem as concentrações plasmáticas de glicose e apresentam efeitos 

sobre a aterosclerose e a inflamação em modelos experimentais e em humanos 

(BROWN e PLUTZKY, 2007).  

 

1.4. Tiazolidinadionas 

 

As TZDs, também chamadas de glitazonas, constituem uma classe de fármacos 

amplamente utilizada no tratamento do diabetes mellitus tipo 2, em monoterapia ou em 

combinação com outras medicações hipoglicemiantes como sulfonilureias, metformina 

e insulina (LALLOYER e STAELS, 2010). Em modelos experimentais e triagens 

clínicas, elas diminuem as concentrações plasmáticas de glicose tão bem quanto as de 

insulina, além de aumentarem a responsividade à ação da insulina no músculo 

esquelético e no fígado (WANG, 2010). 

No início dos anos 80, as TZDs foram desenvolvidas a partir de análogos do 

ácido clofíbrico como antioxidantes no Japão, sem haver conhecimentos prévios de 
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quais seriam os seus alvos terapêuticos (KAWAMATSU et al., 1980). Inicialmente, 

Sohda e colaboradores (1982) observaram propriedades hipoglicemiantes, sendo 

ciglitazona a mais ativa da série, abandonada posteriormente devido à hepatoxicidade 

(GALE, 2001). Em 1997, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a 

troglitazona (Rezulin®) como a primeira TZD em uso clínico nos Estados Unidos e 

Japão. No entanto, este medicamento foi retirado do mercado devido à ocorrência de 

necrose hepática maciça seguida de morte em alguns pacientes, o que motivou os 

pesquisadores a desenvolverem novas glitazonas. Dessa forma, em 1999 a FDA 

aprovou dois novos fármacos 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 à alta probabilidade de ocorrência 

de doenças isquêmicas (NISSEN e WOLSKI, 2007; 2010; GRAHAN et al., 2010), e em 

2011, a pioglitazona teve sua comercialização descontinuada na França devido ao 

aumento no risco de câncer de bexiga (LEWIS et al., 2011).   

As TZDs são agonistas sintéticos do receptor gama ativado de proliferação de 

peroxissomos (PPARγ). Os PPARs constituem uma superfamília de receptores 

nucleares composta ainda pelos PPARα e PPARβ/δ, e são fatores de transcrição 

ativados por agonistas. Estes receptores formam heterodímeros com os receptores X 

retinóides (RXR), os quais se ligam a sítios específicos localizados na região promotora 

do gene alvo, compostos por repetidas sequências hexaméricas separadas por um par de 

bases. Essa ligação desencadeia uma mudança conformacional que resulta em liberação 

de co-repressores, recrutamento de co-ativadores e subsequente expressão do gene alvo 

(BESINGER e TONTONOZ, 2008). Como receptores nucleares, os PPARs apresentam 

um domínio organizacional típico, contendo um domínio amino terminal, um domínio 

de ligação ao DNA (DBD), um domínio carboxi terminal de ligação ao ligante (LBD) 
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que abriga a função de ativação dependente de agonista, e uma pequena região em 

dobradiça que liga os domínios DBD e LBD, chamada de região hinge (FIGURA 7). 

Diferentes de outros receptores nucleares, a região de ligação ao ligante do PPAR é 

grande e pode acomodar uma variedade de lipídeos endógenos, incluindo eicosanóides, 

derivados do ácido linoleico, ácidos graxos oxidados e nitrados, os quais precisam estar 

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

 

 

  

 

 

 

 

B	
   C	
  

	
   	
  

FIGURA 7: Organização estrutural dos receptores nucleares. A: Esquema em 1D da sequência de 
aminoácidos de um receptor nuclear (no topo). Abaixo, o esquema em 3D das regiões DBD e LBD 
dos receptores nucleares. B: A região LBD do PPARγ está intimamente voltada para a região DBD. 
C. A região LBD do PPARγ direciona-se para ambas as regiões PPARγ e RXR, visando melhorar a 
associação dos dois com o DNA. A região DBD do RXR está em azul. (Adaptado de CHANDRA et 
al., 2008)   
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O PPARγ apresenta quatro isoformas distintas: PPARγ1, γ2, γ3 e γ4. Em 

camundongos, as isoformas 1 e 2 tem sido identificadas, enquanto em humanos e outras 

espécies, todas as isoformas são detectadas (ZOETE, GROSDIDIER e MICHIELIN, 

2007). PPARγ3 e γ4 codificam a mesma proteína que PPARγ1, a qual é expressa em 

células endoteliais, células musculares lisas vasculares, macrófagos e cardiomiócitos. 

Por outro lado, PPARγ2 é expresso predominantemente em adipócitos (RANGWALA e 

LASAR, 2004). 

No tecido adiposo, PPARγ possui um papel chave na adipogênese, promovendo 

a diferenciação dos pré-adipócitos em adipócitos maduros, e consequentemente, 

estimulando o estoque de ácidos graxos através da expressão de genes como 

lipoproteína lípase (LPL), proteína de transporte de ácidos graxos (FATP), receptor 

scavenger para LDL oxidada (CD36) e acil-coA sintetase, e assim diminuindo a 

secreção de ácidos graxos livres. Isso melhora a lipotoxidade e a sensibilidade à 

insulina, pois desloca o estoque celular de lipídeos do fígado e músculo, onde seu 

acúmulo prejudicaria a sinalização à insulina (FIGURA 8) (SAMUEL et al., 2010). 

Além disso, PPARγ também modula a produção e secreção de adipocinas que incluem 

adiponectina, resistina, TNFα, IL-6 e MCP-1, as quais diminuem a inflamação induzida 

pela obesidade (FIGURA 8) (TONTONOZ e SPIEGELMAN, 2008). 
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Apesar da expressão hepática de PPARγ ser pequena, aproximadamente 10 a 

30% dos níveis expressos no tecido adiposo, ela pode ter um impacto significante na 

homeostasia metabólica e na função tecidual. No fígado, as TZDs podem diretamente 

ativar PPARγ nas células do parênquima hepático e/ou nas células de kupfer, reduzindo 

a fibrose e a inflamação (FIGURA 8) (CARIOU, CHARBONNEL e STAELS, 2012). 

Além do fígado, PPARγ também pode ser expresso em vários tipos celulares presentes 

na parede vascular, exercendo funções cruciais na modulação da inflamação vascular e 

aterosclerose (GLASS e SAIJO, 2010).  

Em células endoteliais tem sido relatado que a ativação de PPARγ inibe a 

expressão de moléculas de adesão celular, como VCAM-1, ICAM-1, PECAM e a E-

selectina (NAWA et al., 2000; JACKSON et al., 1999). Esse efeito ocorre devido à 

FIGURA 8: Mecanismos de ação das Tiazolidinadionas (TZDs) 
(Adaptado de CARIOU, CHARBONNEL e STAELS, 2012) 
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transrepressão dos fatores de transcrição NF-κB e AP-1, considerados os mais 

importantes nas vias de sinalização endotelial, promovida pelo PPARγ (WANG et al., 

2002). As TZDs também possuem efeitos vasculoprotetores, atenuando o estresse 

oxidativo e elevando os níveis de óxido nítrico endotelial (•NO) (TAO et al., 2003). 

Em células musculares lisas vasculares, a ativação de PPARγ inibe a migração e 

a proliferação dessas células (LITTLE et al., 2007; DE DIOS et al., 2003), assim como 

diminuem a expressão gênica de algumas proteínas como a MMP-9, envolvidas na 

estabilidade da placa aterosclerótica (MARX et al., 1998). Além disto, PPARγ inibe a 

expressão de VCAM, MCP-1 e fractalcina (CX3CL1) induzida por TNFα, através da 

inibição de NF-κB (PARK et al., 2006). Estes efeitos podem modular a formação da 

estria gordurosa e potencialmente atenuar a resposta arterial e a injúria que ocorre após 

intervenção coronariana (HAMBLIN et al., 2009).  

De forma similar às células endoteliais e musculares lisas, a ativação de PPARγ 

nos macrófagos inibe a expressão dos fatores de transcrição AP-1, STAT e NF-κB 

(RICOTE et al., 1998), com atenuação da expressão de iNOS e consequente inibição da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-1β, TNF-α) (JIANG et al., 1998). 

Além disso, rosiglitazona mostrou reduzir a migração de monócitos direcionada pela 

MCP-1 por modulação da expressão de MMP-9 (KINTSCHER et al., 2000). Por outro 

lado, PPARγ também pode ter efeitos deletérios por aumentar a expressão do receptor 

scavenger CD36, o que promove a formação de células espumosas (NAGY et al., 1998; 

TONTONOZ et al., 1998). Porém, outros investigadores sugerem que este aumento na 

expressão de CD36, pode não estar acompanhado pela formação de células espumosas, 

demonstrando que PPARγ ativaria outras vias que contrabalanceariam este efeito 

(CHAWNLA et al., 2001; CHINETTI et al., 2001). Algumas hipóteses indicam que os 

agonistas de PPARγ promovem a regressão das estrias gordurosas por aumentar a 
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remoção de colesterol dos macrófagos via indução da expressão do receptor de HDL 

CLA-1/SRB-I (CHINETTI et al., 2000), e dos transportadores ABCA1 e ABCG1 

(ARGMANN et al., 2003; AKIYAMA et al., 2002; CHINETTI et al., 2001). Em adição, 

a ativação de PPARγ leva à diminuição da atividade do receptor scavenger de classe A I 

e II (SRA I/II) o que resulta em redução do acúmulo de ésteres de colesterol intracelular 

(ARGMANN et al., 2003). Em conjunto, esses dados sugerem efeitos benéficos dos 

agonistas de PPARγ na formação da estria gordurosa e no desenvolvimento de 

aterosclerose.      

 Estudos clínicos têm sido realizados para avaliar os efeitos das TZDs sobre a 

espessura das placas nas artérias coronárias e demonstram que estes fármacos reduzem a 

progressão da espessura medial-intimal da artéria carótida após 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 investigações indicam redução do risco de morte e da 

incidência de infarto agudo do miocárdio e de acidentes vascular cerebral, após 

tratamento com este fármaco (LINCOFF et al., 2007; DORMANDY et al., 2005). Em 

contraste, algumas meta-análises mostraram que a rosiglitazona pode estar associada ao 

aumento na incidência de infarto agudo do miocárdio (NISSEN e WOLSKI, 2010; 

2007). 

Esses estudos clínicos também demonstram que as TZDs apresentam efeitos 

benéficos sobre o controle glicêmico, porém efeitos distintos sobre os parâmetros 

lipídicos. A rosiglitazona aumenta significativamente os níveis plasmáticos de 

colesterol total e LDL colesterol, enquanto a pioglitazona tem pouco ou nenhum efeito 

sobre o perfil lipídico de pacientes diabéticos e não diabéticos (DEEG et al., 2007; 

GOLDBREG et al., 2005; CHIQUETTE, RAMIREZ e DEFRONZO, 2004). Entretanto, 
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as duas glitazonas aumentam os níveis plasmáticos de HDL colesterol (SZAPARY et 

al., 2008; FULLERT et al., 2002).  

O efeito dos agonistas de PPARγ na doença vascular também tem sido 

examinado em modelos experimentais de aterogênese, utilizando camundongos com 

deleção genética para os genes do receptor de LDL (LDLr-/-) e Apolipoproteína E 

(ApoE-/-), os quais caracterizam-se por uma severa elevação dos níveis  plasmáticos de 

LDL colesterol associado ao rápido desenvolvimento de aterosclerose, quando 

alimentados com uma dieta rica em lipídeos (ZADELAAR et al., 2007).  A troglitazona 

inibiu a progressão da aterosclerose em camundongos LDLr-/- diabéticos e não 

diabéticos (COLLINS et al., 2001) e também em camundongos ApoE-/- (CHEN et al., 

2001). A pioglitazona preveniu o desenvolvimento da aterosclerose em seus estágios 

intermediários (NAKAYA et al., 2009) e em placas ateroscleróticas avançadas, com 

redução na expressão de MMPs (HE et al., 2006). E, a rosiglitazona atenuou a 

aterogênese em modelo experimental que associa diabetes e aterosclerose (LEVI et al., 

2003). Em camundongos LDLr-/-, a rosiglitazona também inibiu a formação de células 

espumosas in vivo na cavidade peritoneal, reduziu a esterificação de colesterol e induziu 

a expressão de ABCG1, 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 ativação de LXR em 

camundongos ApoE-/-.  

 Entretanto, seu uso na prática clínica tem sido desafiado devido ao aparecimento 

de diversos efeitos colaterais. A primeira adversidade observada com o uso das 

glitazonas foi a incidência de hepatite fulminante induzida por troglitazona, o que 

culminou com a sua retirada do mercado farmacêutico (SHIBUYA et al., 1998). Hoje, a 

rosiglitazona e a pioglitazona apresentam uma menor incidência de hepatoxidade, 
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porém ainda são necessários cuidados relacionados a sua indução por estes fármacos 

(PAN et al., 2005).  

O efeito colateral mais comumente observado em pacientes diabéticos tratados 

com as glitazonas é a retenção de fluidos com formação de edema e ganho de peso, 

resultando em falha cardíaca. Pesquisas indicam que isso pode acontece porque as 

TZDs induzem expressão de canais de sódio epiteliais, via estímulo da proteína quinase 

induzível por glicocorticoides, nas células do ducto coletor renal, resultando em 

reabsorção de sódio com aumento da permeabilidade vascular, vasodilatação e retenção 

de fluidos pelo rim (ZHANG et al., 2005; GUAN et al., 2005).  

Um aumento no risco de incidência de infarto do miocárdio e mortalidade por 

DCVs associado ao tratamento com rosiglitazona, observado em uma meta-análise de 

56 triagens clínicas padronizadas, contribuiu para a decisão das agências regulatórias 

em retirá-la do mercado na Europa e em limitar o seu uso nos Estados Unidos (NISSEN 

e WOLSKI, 2010; 2007). Em contraste, a pioglitazona não tem apresentado estes 

mesmos efeitos, parecendo reduzir significativamente os eventos cardiovasculares e os 

óbitos. Os mecanismos responsáveis por essa diferença de ação entre estas duas TZDs 

podem estar relacionados a uma menor afinidade da pioglitazona pelo PPARγ, ou, a 

uma afinidade parcial desse fármaco por outras isoformas de receptores PPAR (YKI-

JARVINEM, 2004).   

Além destes, rosiglitazona e pioglitazona também provocam perda óssea com 

aumento no risco de fraturas, especialmente em mulheres diabéticas. Essas fraturas 

estão localizadas nos membros superiores e inferiores, incluindo os pés, e acontecem 

preferencialmente nas pernas, pés e braços (BETTERIDGE, 2011). A razão pela qual as 

TZDs produzem este efeito não está clara, mas alguns estudos relatam que PPARγ 

possui um papel dual no metabolismo ósseo, suprimindo a osteoblastogênese e 
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promovendo a osteoclastogênese, havendo, portanto, um remodelamento ósseo em 

favor da perda óssea (WAN, 2010).  

Apesar dos dados acumulados sugerirem que os agonistas de PPARγ apresentam 

um efeito antiproliferativo em uma ampla variedade de cânceres como, por exemplo, 

cólon, pulmão, ovário, mama, tireoide e próstata, um risco elevado de câncer de bexiga 

levou à descontinuação da comercialização da pioglitazona na França, baseado em um 

estudo de vigilância de fármacos (LEWIS et al., 2011). Dados da literatura sugerem que 

as TZDs podem alterar o crescimento tumoral de maneira dependente e independente de 

PPARγ por alterar o ciclo celular, provocar apoptose e rediferenciação celular. Porém, 

até o momento, uma explicação clara para este efeito ainda não existe (HAN e 

ROMAN, 2007). 

Neste cenário, várias TZDs têm sido desenvolvidas e muitas outras se encontram 

em estágios pré-clínicos e clínicos de desenvolvimento. Todas elas compartilham uma 

estrutura tiazolidino-2,4-diona substituída, na qual se têm realizado modificações 

químicas seletivas, na tentativa de melhorar a eficácia farmacológica e minimizar os 

efeitos colaterais desses fármacos. Dentre os métodos de obtenção de novos fármacos, a 

modificação ou variação molecular, utilizando principalmente o conceito de 

bioisosterismo, é um dos mais utilizados (BARREIRO & FRAGA, 2008). Com a 

aplicação de bioisosterismo pode-se analisar a influência da modificação de um átomo 

ou de um grupo de átomos por seu bioisóstero sobre a atividade biológica que o fármaco 

original apresenta, podendo ser de ação idêntica ou mesmo antagônica. Langmuir (1919 

apud KOROLKOVAS, 1974) definiu os isósteros como sendo átomos ou grupos de 

átomos que apresentam a mesma valência ou o mesmo número de elétrons na última 

camada, por exemplo, SH, NH2 e CH3, são isósteros de OH, enquanto que S, NH e CH2 

são isósteros do O. Eles são utilizados para desenhar inibidores ou para aumentar a 
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estabilidade dos metabólitos formados (Pró-fármacos), uma vez que a alteração do 

caráter químico da molécula constitui sutilmente uma provável forma de modificação 

molecular (PATRICK et al., 1995). 

Em virtude desses fatos e da necessidade de novas intervenções terapêuticas que 

visem não 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 possíveis alvos anti-aterogênicos. Para isso, 

foram realizadas avaliações in vitro utilizando-se as linhagens monocíticas de murino 

RAW 264.7 e J774, além de avaliações in vivo com o modelo animal de aterosclerose 

em camundongos com deleção genética para o receptor de LDL (LDLr-/-), nos quais 

ocorre uma severa elevação nos níveis de LDL colesterol associado à lesão 

aterosclerótica aórtica, quando alimentados com dieta rica em colesterol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 
 

	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 
 

	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ObjetivosObjetivos   

 

 



56 
 

	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 
 

	
  

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

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

 

2.2. Objetivos específicos 

 

• Realizar ensaios in vitro utilizando linhagens de macrófagos murinos J774 e RAW 

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

Ø avaliar a viabilidade celular e a morte celular; 

Ø investigar a expressão gênica dos fatores de transcrição PPARα, PPARγ1 e 

PPARγ2, assim como de fatores envolvidos no metabolismo de lipídeos e na 

inflamação vascular;  

Ø avaliar a expressão do receptor scavenger  de LDL oxidada (CD36), e dos 

transportadores ABCA1 e ABCG1;  

Ø determinar a concentração de nitritos induzida por LPS e INFγ. 

 

 

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

para: 

Ø investigar a ativação de PPARα, PPARβ/δ e PPARγ pelas novas tiazolidino-2,4-

dionas, assim como a ligação específica dessas novas moléculas ao domínio de 

ligação ao agonista (LBD) do PPARγ; 
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Ø pesquisar a ativação de LXRα e a ligação específicas ao LBD de LXRα, 

promovidas pelas novas tiazolidino-2,4-dionas. 

 

 

• Realizar ensaios in vivo utilizando camundongos com deleção genética para o 

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

aterosclerose avançada, para: 

Ø determinar o perfil lipídico, o ganho de peso e as aminotransferases hepáticas; 

Ø avaliar o desenvolvimento da lesão aterosclerótica; 

Ø investigar a expressão de RNAm de fatores aterogênicos e inflamatórios nas 

lesões ateroscleróticas; 

Ø determinar a expressão de moléculas de adesão e fatores aterogênicos. 
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3. ANIMAIS, MATERIAIS E MÉTODOS 

 

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 Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo e mantidos em salas estéreis e 

termostatizadas em condições apropriadas, com livre acesso à ração e água e com ciclos 

alternados de luz/escuro (12/12hs). A linhagem utilizada de camundongos 

C57BL/6J/LDLr-/- é proveniente do Laboratório Jackson (Bar Harbor, ME). 

Este projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CEEA) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP, protocolo CEEA no 248 e 

aprovado em 10/08/2009 por estar de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) (ANEXO 1).  

 

3.2. MATERIAIS 

 

3.2.1. Linhagens celulares 

 

Células RAW 264.7 (linhagem de macrófagos de murino - ATCC, Manassas, 

VA, USA) foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 contendo 10% soro bovino 

fetal, e suplementado com (50µg/mL), estreptomicina (50µg/mL) e glutamina 

(2mmol/L).  

Células J774 (linhagem de macrófagos de murino, ATCC) foram mantidas em 
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meio de cultura RPMI 1640 contendo 10% de soro bovino fetal, suplementado com 

penicilina (50µg/mL), estreptomicina (50µg/mL) e glutamina (2mmol/L). 

Células HEK 293 (células embrionárias humanas de rim – ATCC) foram 

cultivadas em meio de cultura DMEM contendo 10% de soro bovino fetal, 

suplementado com penicilina (50µg/mL), estreptomicina (50µg/mL) e glutamina 

(2mmol/L). 

 

3.2.2. Dieta 

 

A dieta aterogênica foi formulada conforme as recomendações da AIN – 93 

(REEVES et al., 1993), com seguinte composição: 52,95% de carboidratos, 16,5% de 

proteínas, 20% de lipídios (70% de óleo de coco, 29,4% de óleo de soja e 0,5% de 

colesterol), 5% de celulose, 3,5 de mistura mineral, 1% de mistura vitamínica, 0,3% de 

L-cistina, 0,25% de bitartarato e 0,5% de ácido cólico. 

 

3.2.3. Tiazolidina-2,4-dionas  

 

Os novos derivados tiazolidínicos foram sintetizados pelo Laboratório de 

Planejamento e Síntese de Fármacos, Grupo de Pesquisa em Inovação Terapêutica 

(GPIT) do Departamento de Antibióticos/UFPE e cedidos para avaliação, em 

colaboração com o laboratório de Bioquímica Clínica do Departamento de Análises 

Clínicas e Toxicológicas/FCF/USP. Todos eles já tiveram suas patentes depositadas no 

Instituto Nacional de Propriedade Industrial, sob os números 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 tiazolidínicos, cuja síntese 

foi realizada de acordo com a via plena convergente aplicando o conceito de 

biososterismo, onde se realizou separadamente a obtenção de todos os intermediários 

(Ésteres de Cope), e paralelamente foram obtidos os núcleos pentagonais tiazolidínicos 

substituídos na posição três. 

Para os ensaios in vitro, as TZDs foram diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO - 

Merck, Darmstadt, GER), o fenofibrato (Sigma, Saint Louis, MA, USA) foi utilizado 

como controle positivo para demonstrar o agonismo pelo PPARα, o T1317 (Sigma) 

como agonista de LXRα e a rosiglitazona (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) 

como agonista de PPARγ. Por outro lado, os estudos in vivo utilizaram a 

Carboximetilcelulose Sódica (CMC-Na, Sigma Aldrich) como veículo, o maleato de 

rosiglitazona (Avandia®) comercializado pela Glaxo Smith Kline (Philadelphia, PA, 

USA) como agonista de PPARγ, e a indometacina produzida pela Sigma Aldrich como 

agente antiinflamatório.  

 

3.3. Metodologias 

 

3.3.1. Ensaios in vitro utilizando linhagens de macrófagos 

 

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 é baseado na conversão 

celular do composto tetrazólico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de 

tetrazólio), pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial, em um produto insolúvel 
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denominado formazana, refletindo assim o funcionamento normal da mitocôndria e, 

conseqüentemente, a viabilidade celular.  

Para o ensaio, as duas linhagens monocíticas foram cultivadas em placas de 96 

poços a um volume inicial de 200µL, na densidade celular de 1x104 células/poço. Após 

3h de incubação a 37oC em atmosfera úmida a 5% de CO2, com o objetivo de permitir 

aderência celular, o meio de cultura foi substituído por meio RPMI 1640 sem soro, e as 

células foram incubadas overnight. Após esse período, foi adicionado 100µL de meio 

RPMI sem soro em um gradiente de concentração que variou de 0,5 a 10µM dos 

derivados tiazolidínicos. Concentrações equivalentes ao veículo DMSO presente nos 

poços tratados também foram testadas, cuja maior dose foi de 0,1% v/v. Após 24hs de 

incubação, o meio de cultura foi removido por inversão da placa, e 50µL de uma 

solução de MTT (1mg/mL) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MA, USA) em meio RPMI 

livre de vermelho de fenol foi adicionada, sofrendo agitação por 3hs a temperatura 

ambiente. Em seguida, o MTT não reduzido foi removido por inversão da placa, e 

100µL de DMSO foi adicionado em cada poço. As placas foram vigorosamente 

agitadas, para completa solubilização do produto formazana, e a densidade óptica de 

cada poço 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 instruções do fabricante, 

onde macrófagos J774 e RAW 264.7 foram cultivados em uma densidade de 1,5 x 105 

células/mL, em placas de 48 poços. Após 3h de incubação a 37oC em atmosfera úmida a 

5% de CO2, com o objetivo de permitir aderência celular, o meio de cultura foi 

substituído por meio RPMI 1640 sem soro, e as células foram incubadas overnight. 
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Posteriormente, elas foram tratadas com os derivados tiazolidínicos, em um gradiente de 

concentração de 0,5 a 10,0 µM, durante 24h. Como controle positivo foi utilizado 

DMSO em uma concentração de 25% v/v. Após esse período, as células foram lavadas 

com PBS, incubadas em seguida por 10 minutos com anexina V conjugada a FITC e 

solução de iodedo de propídio (PI) (Sigma Aldrich) e analisadas em citômetro BDFACS 

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

 

3.3.1.3. Expressão gênica de fatores de transcrição e fatores envolvidos no 

metabolismo de lipídeos 

 

Para isso, as duas linhagens de macrófagos foram plaqueadas em uma densidade 

de 1x106 células/mL. Quando atingiram um estágio de 80% de confluência, meio de 

cultura contendo os derivados tiazolidínicos, na concentração de 2µM, foi adicionado à 

cultura celular. Após 16hs de exposição ao tratamento, o mesmo foi retirado e o  RNAm 

das células foi isolado utilizando-se reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

Após retirada do clorofórmio, o RNA foi precipitado em isopropanol e o pellet de RNA 

foi lavado com etanol 75%,  dissolvido em água destilada e quantificado. Os cDNAs 

foram sintetizados através de transcrição reversa utilizando-se 1,0 µg de RNA de boa 

qualidade e o reagente High Capacity (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A 

reação de polimerase em cadeia (PCR) quantitativa foi realizada utilizando-se 1µg de 

cDNA, reagente Power SYBR Green mix (Applied Biosystems) e sequências de 

primers para camundongos (sense e antisense) de PPARα, PPARγ1, PPARᵧ2, CD36, 

ABCA1 e ABCG1 (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 sequências dos primers foram desenhadas usando o programa Primer Express 

version 2.0 (Applied Biosystems). A eficiência e especificidade da amplificação foram 

verificadas para cada reação. As condições das reações foram as seguintes: 10 minutos a 

95oC, 40 ciclos de 15 segundos a 95oC , 1 minuto a 60oC e 1 ciclo para o estágio de 

dissociação. Os resultados foram calculados de acordo com o método de comparação 

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

 

 

Gene ID. NCBI 
Sequência de primer 

(Sense) 

Sequência de Primer 

(Antisense) 

PPARα NM001113418.1 5’-TCAGGGTACCACTACGGA-3’ 5’-CTTGGCATTCTTCCAAAGCG-3’ 

PPARγ1 NM 001127330.1 5’-TTCTGACAGGACTGTGTGACAG-3’ 5’-ATAAGGTGGAGATGCAGGTTC-3’ 

PPARγ2 NM 011146.3 5’-CACAGAGATGCCATTCTGGC-3’ 5’-GGCCTGTTGTAGAGCTGGGT-3’ 

CD36 NM 001159558.1 5´-TTTCCTCTGACATTTGCAGGTCTA-3' 5´-AAAGGCATTGGCTGGAAGAA-3' 

ABCA1 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’ 

COX2 NM 011198.3 5’- TGGTGCCTGGTCTGATGATG-3’ 5’-GTGGTAACCGCTCAGGTGTTG-3’ 

VCAM NM 011693.3 5´- TGATTGGGAGAGACAAAGCA – 3´ 5´- GCAGCACACGTCAGAACAA – 3´ 

PECAM NM 001032378.1 5´-AAGTTTTACAAAGAAAAGGAGGAC-3 5´-ATCCAGGAATCGGCTGCTCTTC-3 

MCP1 NM 011333.3 5’-TGAGTAGGCTGGAGAGCTACAA-3’ 5’-ATGTCTGGACCCATTCCTTC-3’ 

IL-6 NM 031168.1 5´-TGTGCAATGGCAATTCTGAT- 3' 5´-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC- 3' 

IL-1α NM 010554.4 5´-CTGCAGTCCATAACCCATGAT- 3' 5´-TGACAAACTTCTGCCTGACG- 3' 

IL-1β NM 008361.3 5´- TTCCCATTAGACAACTGCACTAC – 3´ 5´- GTCGTTGCTTGGTTCTCCTT –3´ 

18SrRNA NR 003278.1 5'-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3' 5'-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3' 

 

 

TABELA 1: Sequências de Primers 
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3.3.1.4. Expressão do receptor scavenger CD36 na superfície dos macrófagos 

 

Macrófagos RAW 264.7 foram plaqueados em uma densidade de 1,5 x 105 

células/mL. Após 3h de incubação a 37oC em atmosfera úmida a 5% de CO2, com o 

objetivo de permitir aderência celular, o meio de cultura foi substituído por meio RPMI 

1640 sem soro, e as células foram incubadas overnight. Posteriormente, as células foram 

tratadas com os derivados tiazolidínicos, na concentração de 2µM, durante 48 hs. A 

RSG foi utilizada como controle positivo para verificar o agonismo pelo PPARγ. Após 

esse período, 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 secundário anti-IgG2 ligado a FITC (Sigma) por 30 

minutos, novamente lavadas com PBS e analisadas em citômetro BDFACS Canto II 

(Bencton Dickinson Company).  

 

3.3.1.5. Expressão gênica de fatores inflamatórios 

 

Para avaliar a expressão de fatores inflamatórios, apenas foi utilizada a linhagem 

monocítica RAW 264.7. Primeiramente, as células foram plaqueadas em uma densidade 

de 1x106 células/mL. Após 3h de incubação a 37oC em atmosfera úmida a 5% de CO2 

para aderência celular, o meio de cultura foi substituído por meio RPMI 1640 sem soro 

contendo os derivados tiazolidínicos solubilizados, na concentração de 2µM, com 

adição após 30 minutos de LPS (1µg/mL) (Sigma) e INFγ (0,5 UI) (Sigma) como 

estímulos inflamatórios. Depois de 5 hs de incubação, a extração de RNA, a construção 

do cDNA e as reações de q-RT-PCR, foram feitas conforme anteriormente citadas no 

item 3.3.1.3., e de acordo com as indicações do fabricante. Para este fim foram 
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utilizadas as sequências 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. Determinação de nitritos 

 

Para este ensaio, macrófagos RAW 264.7 foram cultivados em uma densidade 

de 4x104 células/poço, em uma placa de 96 poços, e incubadas overnight a 37oC em 

atmosfera úmida a 5% de CO2, para aderência celular. Posteriormente, o meio de cultura 

foi substituído por meio RPMI sem soro por 3 hs para adaptação, sendo em seguida 

trocado por 100µL de meio RPMI sem soro contendo concentrações crescentes (0,625-

5µM) dos derivados tiazolidínicos, com adição após 30 minutos de LPS (1 µg/mL) 

(Sigma) e INFγ (0,5 UI) (Sigma), como estímulo inflamatório. Depois de 20 hs de 

incubação, o sobrenadante da cultura celular foi misturado a um volume igual de 

Reagente de Griess, e a densidade óptica de cada poço determinada por leitor de placas 

(BioTek) a 550nm. A leitura das amostras experimentais foi comparada a uma curva 

padrão gerada por diluições de NaNO2.  

 

3.3.1.7. Efluxo de colesterol mediado por apo A-1 e HDL2 

 

Macrófagos J774 foram cultivados em placas de 48 poços, a uma densidade de 

0,5 x 106 células/poço. Após confluência, as células foram incubadas em DMEM 

(Gibco, Grand Island, NY, USA) contendo albumina livre de ácidos graxos (FAFA) (1 

mg/mL) (Sigma Aldrich) acrescido de LDL acetilada (50 µg/mL) e 14C-Colesterol (0,3 

µCi/mL), durante 48 hs. Após lavagem com PBS/FAFA, as células foram tratadas com 
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meio de equilíbrio o qual compreende DMEM, FAFA e AMPc (0,5mM), para estimular 

a expressão basal de ABCA1 e ABCG1. Posteriormente, elas foram novamente lavadas 

com PBS/FAFA, e subsequentemente, incubadas com os novos derivados tiazolidínicos 

por 8 e 24 hs, na concentração de 2 µM. Após novas lavagens, as células foram 

incubadas com apo-A1 (30 µg/mL) e HDL2 (50 µg/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 cintilação (Perkin Elmer, 

Turko, FIN), seguindo-se a adição da solução contadora para determinação da 

radioatividade no meio. Os poços das placas foram lavados com solução fisiológica 

gelada (4ºC) por 2 vezes. Os lípides celulares foram extraídos com solução de 

hexana:isopropanol (3:2) e a radioatividade determinada, após evaporação do solvente. 

NaOH 0,2 N foi adicionado aos poços da placa para extração do conteúdo protéico (3 h, 

sob agitação, à temperatura ambiente), e a determinação da concentração de proteína foi 

feita pelo método do BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). A porcentagem de 

efluxo de colesterol radioativo foi calculada como (14C-Colesterol no meio/ 14C-

Colesterol no meio + 14C-Colesterol nas células) × 100. 

 

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

 

3.3.2.1.Ensaios de ativação das isoformas α, β/δ e γ de PPAR, e LXRα, utilizando a 

luciferase como gene repórter 

 

Para a transfecção, células HEK 293 foram cultivadas em placas de 24 poços, 

em uma densidade celular de 1x106 células/poço, e mantidas a 37oC em atmosfera 

úmida a 5% de CO2 overnight. Posteriormente, elas foram incubadas por 10 horas com 
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plasmídeo repórter (100ng/poço), plasmídeos receptores (10-50ng/pocinho) e 

lucifectamina (Invitrogen) (50ng/pocinho). Os plasmídeos repórters 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 plasmídeos receptores compreendem os 

genes do PPARα, PPARβ/δ, PPARγ, LBD-PPARγ, LXRα e LBD-LXRα. Após 

transfecção, as células foram incubadas em meio Opti-MEM (GIBCO) contendo as 

TZDs, na concentração de 2,0 uM, os controles positivos rosiglitazona e  fenofibrato na 

mesma concentração, e o veículo (DMSO) por 16 horas. As atividades foram medidas 

usando kit para ensaio de luciferase (Promega, Madison, WI, USA) em um leitor de 

luminescência (BioTek), de acordo com as instruções do fabricante. 

 

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

receptor de LDL (LDLr-/-) em modelo de aterosclerose avançada 

 

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 lesão avançada, onde os 

camundongos receberam dieta hipercolesterolêmica, contendo 0,5% de colesterol, por 

16 semanas e administração dos derivados tiazolidínicos, por gavage, durante as últimas 

4 semanas. A dieta hipercolesterolêmica foi mantida durante o tratamento. Após esse 
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período, os animais foram eutanasiados e as amostras de sangue e órgãos retiradas para 

análise. 

 

 

3.3.3.2. Determinação do ganho de peso, do perfil lipídico e das aminotransferases 

 

A variação de peso dos camundongos tratados com os derivados tiazolidínicos 

foi acompanhada desde o primeiro até o último dia de tratamento. A cada início de 

semana, todos os animais eram pesados, sempre pela manhã e em balança digital de 

precisão (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 Saúde Animal Ltda, Iowa, USA) para a coleta de 

amostras de sangue por punção pelo plexo branquial. Após 2 hs, para retração do 

coágulo, as amostras foram centrifugadas a 2000 X g a 4º C durante 15 minutos para 

obtenção do plasma, o qual foi armazenado em microtubos e estocado a -80oC até 

análise.  

As concentrações plasmáticas de glicose foram determinadas usando Accu-Chek 

Performa (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, USA). A determinação de 

colesterol total e triglicerídeos foi realizada por método enzimático, segundo 

metodologia desenvolvida por Trinder (1969), e para  avaliar as concentrações de HDL 

colesterol foi utilizada uma técnica de precipitação de VLDL e LDL por ácido 

fosfotúngstico e cloreto de magnésio, feita de acordo com as instruções do fabricante  

(Labtest Diagnóstica, Lagoa Santa, MG, BRA). A determinação da aspartato transferase 

(AST) e da alanina transferase (ALT) foi realizada segundo as instruções do fabricante 
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(Labtest Diagnóstica), baseada nas metodologias desenvolvidas por Karmen (1955) e 

Reitman (1957).  

 

 

3.3.3.3. Avaliação morfométrica das lesões ateroscleróticas 

 

Após eutanásia, os corações dos animais foram expostos e perfundidos com 

salina 0,9%, e o órgão contendo a porção superior da aorta foi removido e deixado em 

solução salina por uma hora para relaxamento da musculatura, com posterior 

armazenamento em formalina 10% tamponada, por pelo menos 48h, para fixação do 

tecido. A inclusão dos tecidos para corte em criostato foi feita em três soluções de 

diferentes concentrações de gelatina (Synth, Diadema, SP, BRA): 1) solução a 5% de 

gelatina por três horas; 2) solução a 10% de gelatina por mais três horas; e, 3) solução a 

25% de gelatina overnight. Todas as etapas ocorreram em banho-maria (temperatura 

entre 40-50o C). Após inclusão, os ventrículos foram seccionados entre o ápice e a base, 

num plano paralelo a uma linha definida pelas pontas laterais dos átrios. A porção 

superior dos corações foi então embebida em meio de inclusão para criostato (OCT) 

(Sakura Finetek, Torrance, CA, USA), dentro da câmara de congelamento do criostato 

(Leica, Weszlar, GER) e foram feitos cortes consecutivos de 10 µm, coletados em 

lâminas de microscópio cobertas com uma fina camada de gelatina. Os cortes coletados 

compreenderam a região entre o sinus aórtico e o início da aorta, amostrando uma 

extensão média de 250-400 µm, conforme Paigen et al (1987). Foram coletadas 5 

lâminas, cada uma contendo 8 cortes, para cada animal. Posteriormente, as lâminas 

foram coradas com Oil red-O (Sigma) e contra-coradas com hematoxilina (MBF, São 

Paulo, SP, BRA) e light Green (Sigma). Após a coloração, os cortes foram analisados 
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por microscópio óptico (Zeiss, Jena, GER), acoplado a uma câmera fotográfica, e a 

captura da imagem foi feita utilizando-se um computador. As imagens foram analisadas 

pelo programa Axio Vision versão 4.8.1.0 (Zeiss), e as medidas obtidas em (pixels)2, 

sendo posteriormente transformadas em (µm)2. Todas as análises foram feitas por 

observadores independentes em um estudo cego.  

 

3.3.3.4. Análise imunohistoquímica 

 

Após fixação, as lesões ateroscleróticas foram embebidas em parafina. Secções 

de 5 µM de espessura foram cortadas e aderidas a lâminas silanizadas. Posteriormente, 

estas secções foram deparafinizadas com xylol e rehidratadas em um gradiente de etanol 

(100 – 70%). Para aumentar a exposição ao epítopo, as secções foram aquecidas por 30 

minutos em uma solução de tampão de citrato de sódio (0.01M, pH 6.0), sendo 

posteriormente tratadas com água oxigenada em uma concentração de 0,3% (v/v) 

durante 6 minutos, para minimizar a atividade da peroxidase endógena. Em seguida, 

elas foram incubadas por 18 hs a 4oC com os seguintes anticorpos anti-mouse e 

diluições: 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 reação antigen-anticorpo foi visualizada com 

kit Vectastain Elite ABC (Vector, Burlingame, CA, USA) usando 3,3-diaminobenzidina 

(DAB) como cromógeno. As lâminas foram contracoradas com hematoxilina, e a 

coloração positiva resultou em um produto de reação 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. Expressão de genes aterogênicos e inflamatórios 

 

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 

análise do perfil lipídico e a porção superior do coração foi coletada e embebida em 

RNA Later (Qiagen, Hilden, GER), reagente que estabiliza o RNA em amostras 

teciduais preservando o perfil de expressão gênica. Após 16hs, as amostras foram 

rapidamente acondicionadas em criotubos e congeladas em nitrogênio líquido até 

análise.  Em seguida, o tecido cardíaco foi homogeneizado para extração de RNAm e 

proteínas utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), segundo instruções do fabricante. O 

cDNA foi sintetizado através de transcrição reversa pelo uso do kit High Capacity, 

utilizando 1µg de RNA total.  Similarmente aos ensaios in vitro, a reação de polimerase 

em cadeia (PCR) quantitativa foi feita utilizando 1µg de cDNA, reagente Power SYBR 

Green mix e sequências de primers para camundongos (sense e antisense) de PPARγ2, 

CD36, ABCA1, VCAM, PECAM, MCP-1, IL-6, IL-1α e IL-1β (TABELA 1). Os 

resultados foram normalizados para o rRNA do gene 18S. As condições das reações 

foram semelhantes ao anteriormente descrito, e os resultados foram calculados de 

acordo com o método de comparação relativa 2(-Delta Delta c(t)) (LIVAK e 

SCHMITTGEN, 2001). 

 

3.3.4. Análises estatísticas 

 

Os dados analisados foram apresentados sob a forma de média ± desvio padrão 

(S.D.). A significância estatística será avaliada através da análise de variância 

(ANOVA) para um fator, seguido do Teste de Tukey-Kramer para múltiplas 
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comparações. Os dados foram analisados pelo programa estatístico Graphpad, com 

nível α de significância de 5% (bicaudal). 
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4. RESULTADOS 

 

Inicialmente, com o objetivo de fazer uma triagem dos 12 novos derivados 

tiazolidínicos, o ensaio de MTT foi utilizado para avaliar a viabilidade celular das 

linhagens de macrófagos J774 e RAW 264.7 após exposição aos mesmos por 24 h, em 

um gradiente de concentração de 0,5 a 10 µM. 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 viáveis entre as concentrações 0,5 - 

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

 

 

 

TZD 
% redução de MTT 

0,5µM 1µM 2,5 µM 5µM 10µM 

GQ-97 114,4 ± 7,4 111,2 ± 7,2 116,8 ± 5,5 112,6 ± 8,5 89,9 ± 12,3 

GQ-177 110,9 ± 1,9 102,8 ± 5,2 92,1 ± 1,8 88,2 ± 2,2 81,9 ± 1,7 

GQ-11 95,7 ± 1,4 94,0 ± 5,7 100,7 ± 4,9 79,6 ± 9,6 67,4 ± 9,7 

GQ-145 108,1 ± 4,9 99,4 ± 3,7 97,1 ± 5,0 94,1 ± 3,6 81,5 ± 2,5 

GQ-89 68,1 ± 11,7 73,0 ± 11,9 71,7 ± 10,8 71,1 ± 5,2 57,9 ± 3,7 

GQ-169 73,2 ± 8,2 71,7 ± 7,3 70,7 ± 8,7 65,5 ± 7,9 64,3 ± 8,3 

GQ-150 70,4 ± 6,6 71,4 ± 3,8 69,3 ± 3,3 78,2 ± 5,6 73,0 ± 13,6 

SF-3 72,2 ± 14,2 72,0 ± 14,4 66,6 ± 6,7 62,7 ± 8,4 60,4 ± 4,9 

SF-5 59,5 ± 6,5 60,8 ± 4,4 66,2 ± 6,3 65,1 ± 13,7 62,4 ± 6,7 

SF-20 99,2 ± 4,7 89,2 ± 16,1 92,9 ± 6,0 83,6 ± 5,7 78,2 ± 11,9 

SF-23 50,8 ± 1,6 62,6 ± 3,4 68,2 ± 6,2 64,9 ± 1,1 61,0 ± 0,6 

LYSO-7 95,0 ± 3,7 96,4 ± 3,1 97,6 ± 1,4 96,7 ± 3,7 89,0 ± 5,1 

 

TABELA 2: Viabilidade celular de macrófagos J774 tratados com os novos derivados 
tiazolidínicos, nas concentrações 0,5 a 10,0 µM. Os resultados estão apresentados na forma de 
média ± DP (n=32). 
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TZD 
% redução de MTT 

0,5µM 1µM 2,5 µM 5µM 10µM 

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 92,3 ± 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 85,8 ± 2,3 84,2 ± 3,2 80,5 ± 3,1 

GQ-150 94,2 ± 3,8 87,2 ± 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 64,2 ± 2,2 55,5 ± 1,2 

SF-5 78,6 ± 2,5 79,4 ± 1,7 82,0 ± 2,2 83,5 ± 2,4 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-7 100,2 ± 1,7 96,2 ± 2,3 102,6 ± 3,1 101,0 ± 2,1 97,8 ± 2,4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 3: Viabilidade celular de macrófagos RAW 264.7 tratados com os novos derivados 
tiazolidínicos, nas concentrações 0,5 a 10,0 µM. Os resultados estão apresentados na forma de 
média ± DP (n=32). 
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 O próximo passo foi investigar a expressão gênica dos fatores de transcrição 

PPARα e PPARγ1 nas duas linhagens monocíticas expostas aos cinco derivados, na 

concentração de 2µM, durante 16 h. Neste ensaio, as GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 

elevaram significativamente a expressão de RNAm de PPARγ1 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 expressão gênica de PPARα, em 

mais de 2.5 vezes em relação ao controle (FIGURAS 9 e 10).  
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FIGURA 9: Efeito das TZDs sobre a expressão gênica de PPARα e PPARγ1 em macrófagos J774. As células 
foram incubadas com as TZDs (RSG, GQ-97, GQ-177, GQ-11, GQ-145, LYSO-7), na concentração 2µM, e em 
seguida, o RNAm de PPARα e PPARγ1 foi extraído para construção do cDNA e posterior determinação por Real 
Time PCR quantitativo. Os resultados foram normalisados com RNAm de 18S. Dados estão 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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Para confirmar o agonismo pelos PPARs, os três derivados GQ-177, GQ-145 e 

LYSO-7 foram avaliados quanto à ativação das três isoformas de PPAR, utilizando o 

ensaio de luciferase como gene repórter. A GQ-177 induziu significativamente a 

ativação de PPARγ e de seu respectivo domínio de ligação, quando comparado ao 

controle, porém em uma menor magnitude que a rosiglitazona (RSG) (FIGURA 11). A 

LYSO-7 estimulou a ativação de PPARα, na mesma magnitude do fenofibrato, e 

também ativou PPARδ (FIGURAS 11). Por outro lado, a GQ-145 não induziu ativação 

de nenhuma das isoformas de PPAR (FIGURA 11).  

FIGURA 10: Efeito das TZDs sobre a expressão gênica de PPARα e PPARγ1 em macrófagos RAW 264.7. As 
células foram incubadas com as TZDs (RSG, GQ-97, GQ-177, GQ-11, GQ-145, LYSO-7), na concentração 2µM, e 
em seguida, o RNAm de PPARα e PPARγ1 foi extraído para construção do cDNA e posterior determinação por 
Real Time PCR quantitativo. Os resultados foram normalisados com RNAm de 18S. Dados estão 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 11: Efeito das TZDs sobre a ativação de PPAR. Células HEK 293 foram transfectadas com plasmídeos 
repórteres, plasmídeos receptores e lucifectamina por 10hs. Após esse período, elas foram incubadas com as novas 
TZDs (GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e os controles positivos (RSG e FNFB), na concentração 2,5 µM, por 16hs. 
Ensaio de luciferase como gene repórter foi utilizado como metodologia, e os dados são resultado de dois 
experimentos em triplicata, e estão expressos como média e desvio padrão. *P<0.05, ***P<0.001 (comparado ao 
controle). CG, grupo controle; FNFB, fenofibrato; RSG, rosiglitazona. 
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Como PPARα e PPARγ estimulam o efluxo de colesterol por induzir expressão 

de LXRα, o ensaio de ativação de LXRα e de seu domínio de ligação também foi 

realizado, utilizando a mesma técnica. E, neste experimento, nenhum dos três derivados 

estimulou a ativação de LXRα e seu domínio de ligação (FIGURA 12).   
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FIGURA 12: Efeito das TZDs sobre a ativação de LXR. Células HEK 293 foram transfectadas com plasmídeos 
repórteres, plasmídeos receptores e lucifectamina por 10hs. Após esse período, elas foram incubadas com as novas 
TZDs (GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e o controle positivo (T1317), na concentração 2,5 µM, por 16hs. Ensaio de 
luciferase como gene repórter foi utilizado como metodologia, e os dados são resultado de dois experimentos em 
triplicata, e estão expressos como média e desvio padrão. ***P<0.001 (comparado ao controle). CG, grupo controle. 
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Para confirmar a toxicidade dos novos derivados tiazolidínicos, a indução de 

morte celular foi avaliada nas duas linhagens de macrófagos, sob as mesmas condições 

do ensaio de MTT, através de marcação com anexina e iodedo de propídio (PI). 

Corroborando com os resultados obtidos no ensaio de MTT, os macrófagos 

apresentaram menos de 10% de morte celular após 24 hs de tratamento com os três 

novos derivados tiazolidínicos, entre as concentrações 0.625 e 5.0 µM (FIGURA 13 e 

14). 
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FIGURA 13: Efeito das TZDs sobre a indução de morte celular em macrófagos J774. As células foram incubados 
com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) nas concentrações 0,5-10,0µM, por 48 hs, sendo em seguida, 
marcadas com PI e anexina V ligada a FITC e analisada por citometria de fluxo. Dados estão em triplicata, e 
expressos como média ± SD. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. CG, grupo controle; DMSO, dimetilsufóxido. 
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 Como os receptores nucleares PPARs possuem importantes funções no 

metabolismo de lipídeos e efluxo de colesterol, a expressão gênica de CD36, ABCA1 e 

ABCG1 foi avaliada por PCR em tempo real. As três novas TZDs (GQ-177, GQ-145 e 

LYSO-7) aumentaram significativamente a expressão de RNAm destes três marcadores, 

porém a GQ-145 não estimulou a expressão de ABCG1 em macrófagos RAW 264.7 

(FIGURA 16), assim como a GQ-177 e a LYSO-7 não elevaram a expressão de ABCA1 

e CD36 em macrófagos J774,  respectivamente (FIGURA 15).  

 

FIGURA 14: Efeito das TZDs sobre a indução de morte celular em macrófagos RAW 264.7. As células foram 
incubados com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) nas concentrações 0,5-10,0µM, por 48 hs, sendo em 
seguida, marcadas com PI e anexina V ligada a FITC e analisada por citometria de fluxo. Dados estão em triplicata, 
e expressos como média ± SD. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. CG, grupo controle; DMSO, dimetilsufóxido. 
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FIGURA 15: Efeito das TZDs sobre a expressão gênica de ABCA1, ABCG1 e CD36 em macrófagos J774. As 
células foram incubadas com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7), na concentração 2µM, e em seguida, o 
RNAm de ABCA1, ABCG1e CD36 foi extraído para  a construção do cDNA e posterior determinação por Real 
Time PCR quantitativo. Os resultados foram normalisados com RNAm de 18S. Dados estão 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. 



88 
 

	
  

ABCA1

CG RSG GQ-177 GQ-145 LYSO-7
0

2

4

6

8
***

**

*
Ex

pr
es

sã
o 

gê
ni

ca
 (r

el
at

iv
a 

ao
 c

on
tr

ol
e)

 

ABCG1

CG RSG GQ-177 GQ-145 LYSO-7
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
**

**

*

Ex
pr

es
sã

o 
gê

ni
ca

 (r
el

at
iv

a 
ao

 c
on

tr
ol

e)

	
  

CD36

CG RSG GQ-177 GQ-145 LYSO-7
0

2

4

6

***

***

***

Ex
pr

es
sã

o 
gê

ni
ca

 (r
el

at
iv

a 
ao

 c
on

tr
ol

e)

	
  

	
  

	
  

	
  

 

 

FIGURA 16: Efeito das TZDs sobre a expressão gênica de ABCA1, ABCG1 e CD36 em macrófagos RAW 264.7. 
As células foram incubadas com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7), na concentração 2µM, e em seguida, 
o RNAm de ABCA1, ABCG1 e CD36 foi extraído para  a construção do cDNA e posterior determinação por Real 
Time PCR quantitativo. Os resultados foram normalisados com RNAm de 18S. Dados estão 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 três novos derivados tiazolidínicos elevaram RNAm do receptor 

scavenger CD36 em macrófagos RAW 264.7, sua expressão na superfície destes 

também  foi avaliada. Neste ensaio, apenas a RSG aumentou significativamente a 

expressão deste receptor, enquanto todos os novos derivados apresentaram um perfil de 

expressão semelhante ao controle (FIGURA 17).  

   

   

CD36

CG RSG GQ-177 GQ-145 LYSO-7
0

200

400

600

800

**

M
ar

ca
çã

o 
de

 C
D

36
 p

or
 F

IT
C

	
  

	
  

	
  

	
  

celula

0 102 103 104 105

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f M
ax

Sample % Median:FITC-A

Controle_Tube_001.fcs 87.4 471
RSG_Tube_003.fcs 85.4 667

celula

0 102 103 104 105

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f M
ax

Sample % Median:FITC-A

Controle_Tube_001.fcs 87.4 471
GQ177_Tube_003.fcs 82.6 507

celula

0 102 103 104 105

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f M
ax

Sample % Median:FITC-A

Controle_Tube_001.fcs 87.4 471
GQ145_Tube_001.fcs 80.7 485

celula

0 102 103 104 105

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f M
ax

Sample % Median:FITC-A

Controle_Tube_001.fcs 87.4 471
LYSO 7_Tube_003.fcs 86.2 588

CG	
  

CG	
  

CG	
  

CG	
  

RSG	
   GQ-­‐177	
  

GQ-­‐145	
  

LYSO-­‐7	
  

FIGURA 17: Efeito das TZDs sobre a expressão de CD36 na superfície de macrófagos. Macrófagos RAW 264.7 
foram incubados com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) na concentração 2µM, por 48 hs. Em seguida, o 
receptor scavenger CD36 expresso foi marcado com anticorpo ligado a FITC e analisado por citometria de fluxo. 
Representação como histogramas (A) e como gráfico de barras (B) Dados estão 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 PPARα e PPARγ possuem a habilidade de inibir a 

expressão de genes inflamatórios, 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 

macrófagos RAW 264.7, pois a J774 tem seu crescimento celular inibido após 

exposição ao LPS, que foi utilizado como estímulo inflamatório. Os resultados 

demonstraram que os três novos derivados (GQ-177, GQ-145 e LYSO-7) diminuíram 

significativamente a expressão de mRNA de iNOS e COX2, comparado ao controle. 

Em adição, eles também reduziram significativamente a expressão de iNOS quando 

comparado à RSG, assim como LYSO-7 diminuiu a expressão de COX2 (FIGURA 18). 
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FIGURA 18: Efeito das TZDs sobre a expressão de genes pró-inflamatórios. Macrófagos RAW 264.7 foram 
estimulados com LPS (1 µg/ml) por 5h na ausência ou presence das TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) na 
concentração 2µM. 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<0.001 (comparado ao controle); # P<0.05 (comparado ao RSG). CG, grupo controle; LPS, lipopolissacarídeo, 
RSG, rosiglitazona. 
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Todas as TZDs reduziram significativamente a expressão de RNAm de VCAM, 

quando comparados ao controle, porém apenas a LYSO-7 diminuiu significativamente a 

expressão de MCP-1 (FIGURA 19). Nenhum deles promoveu redução na expressão 

gênica de IL-6, conforme observado com a RSG como controle positivo (FIGURA 19).  
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FIGURA 19: Efeito das TZDs sobre a expressão de genes pró-inflamatórios. Macrófagos RAW 264.7 foram 
estimulados com LPS (1 µg/ml) por 5h na ausência ou presence das TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) na 
concentração 2µM. Em seguida, mRNA de VCAM, IL-6 e 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, lipopolissacarídeo, RSG, rosiglitazona. 
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Devido aos resultados acima descritos, a concentração de nitritos mensurada no 

sobrenadante celular, induzida por LPS e INFγ, também foi determinada. A GQ-177 e a 

GQ-145 induziram uma redução significante deste parâmetro, ente as concentrações 

1,25 e 2,5 µM, quando comparadas ao grupo controle exposto ao estímulo inflamatório. 

A LYSO-7 também apresentou uma tendência em diminuir esse mesmo índice, na 

concentração de 5,0 µM, em relação ao mesmo grupo (FIGURA 20).  
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FIGURA 20: Efeito das TZDs sobre a concentração de nitritos mensurada no sobrenadante celular. Macrófagos 
RAW 264.7 foram incubados com as TZDs (GQ-177, GQ-145, LYSO-7), entre as concentrações 0,625 e 5µM, por 
20 hs, com posterior exposição aos estímulos inflamatórios LPS (1µg/mL) e INF γ (0,5 UI), por 24 hs adicionais. Os 
níveis de nitritos foram determinados por Reação de Griess. Dados estão expressos como média ± SD. *P<0.05 
(comparado ao CG estimulado com LPS/INFγ). CG, grupo controle; INFγ, interferon γ; LPS, lipopolissacarídeo. 
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Em virtude dos resultados in vitro, os novos derivados tiazolidínicos GQ-177, 

GQ-145 e LYSO-7 foram eleitos para avaliação in vivo. Para isso, os animais foram 

divididos em 6 grupos: Controle - tratados com veículo 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 hipercolesterolêmica por 16 

semanas e tratados com os compostos por gavagem durante as últimas 4 semanas, sem 

interrupção da dieta. 

Para investigar possíveis mecanismos que expliquem os efeitos antiaterogênicos 

dos novos derivados em camundongos LDLr-/-, o peso corporal, o perfil lipídico e as 

aminotransferases hepáticas foram avaliadas nos grupos controle e tratados. Quanto ao 

peso corporal nenhuma diferença significante foi encontrada (FIGURA 21).  

 

CG RSG IND GQ-177 GQ-145 LYSO-7
0

10

20

30

Semana 0
Semana 1
Semana 2
Semana 3
Semana 4

Pe
so

 c
or

po
ra

l (
g)

 

 

 

 

FIGURA 21: Efeito do tratamento de camundongos LDLr-/- com novos derivados tiazolidínicos (GQ-177, 
GQ-145, LYSO-7) sobre o peso corporal. Todos os grupos apresentavam um número 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 concentrações plasmáticas de glicose assim como aumentou as concentrações 

de HDL-C. Por outro lado, o tratamento com LYSO-7 significativamente diminuiu as 

concentrações plasmáticas de glicose, colesterol total e triglicerídeos. A GQ-145 não 

modificou o perfil lipídico, porém foi o único derivado a reduzir significativamente as 

concentrações plasmáticas de ALT e AST, semelhante à RSG (TABELA 4). 

 

 

 

 CG 

(N=7) 

RSG 

(N=7) 

IND 

(N=7) 

GQ-177 

(N=7) 

GQ-145 

(N=7) 

LYSO-7 

(N=7) 

Glicose 

(mg/dL) 

104,2 ±  

15,6 

92,0 ±  

9,1 

85,5 ±  

7,2 

83,2 ±  

4,5* 

89,3 ±  

6,4 

80,4 ±  

8,0** 

CT 

(mg/dL) 

1367,5 ±  

181,6 

1350,0 ±  

148,7 

712,8 ±  

87,5*** 

1258,3 ±  

76,2 

1272,2 ±  

98,9 

1012,8 ±  

236,2*** 

HDL-C 

(mg/dL) 

19,6 ±  

1,5 

24,3 ±  

2,8 

27,3 ± 

 5,7 

31,6 ±  

2,3* 

24,2 ±  

3,8 

19,7 ±  

6,2 

TG 

(mg/dL) 

223,7 ±  

40,3 

221,0 ±  

31,4 

185,0 ± 

 18,5* 

220 ±  

24,4 

242,5 ±  

31,5 

176,2 ±  

33,7* 

AST 

(U/L) 

415,7 ±  

95,0 

247,1 ±  

40,2** 

325,0 ±  

98,3 

343,3 ±  

58,1 

195,7 ±  

25,0** 

331,2 ±  

151,0 

ALT 

(U/L) 

227,8 ±  

82,0 

121,4 ±  

24,1** 

151,6 ±  

47,5* 

183,3 ±  

43,6 

104,2 ±  

11,3** 

196,2 ±  

85,6 

Dados são expressos como Média ± Desvio Padrão. 

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; em relação ao controle. 

 

TABELA 4: Concentrações plasmáticas de glicose, colesterol total (CT), HDL colesterol (HDL-C), 
triglicerídeos (TG), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) em camundongos 
LDLr-/- alimentados com dieta hipercolesterolêmica e tratados com TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145 e LYSO-
7) e IND (antiinflamatório). CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona. 
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A avaliação histológica das lesões revelou que a GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 

diminuiu significativamente o desenvolvimento de lesão aterosclerótica em 29.29%, 

20.35% e 18.82%, respectivamente, em relação ao controle. A rosiglitazona (RSG) 

reduziu em 19.30%, enquanto a indometacina (IND) em 32.68% (FIGURA 22 e 23). 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 22: Redução das áreas da lesão aterosclerótica em animais hipercolesterolêmicos tratados com as TZDs 
(RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e IND. Todos os grupos apresentavam um número de 7 animais. Os valores 
estão apresentados em porcentagem e foram estabelecidos em relação ao grupo controle. IND, indometacina; RSG 
rosiglitazona. 
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FIGURA 23: Análise morfométrica da área das lesões ateroscleróticas da aorta ascendente de camundongos LDLr-/-  
alimentados com dieta hipercolesterolêmica. Todos os animais foram submetidos à dieta por 4 meses, recebendo 
durante as últimas 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 histológicos, aumento de 10X. Gráfico (G) representativo das áreas de 
lesão. Todos os grupos possuíam um número de 7 animais. Os dados estão expressos como média ± desvio padrão. 
CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona. 
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 Para investigar como os novos derivados tiazolidínicos atenuam a progressão da 

lesão aterosclerótica, o padrão de expressão gênica na parede arterial foi avaliado. A 

GQ-177 e a GQ-145 significativamente elevaram a expressão de RNAm de PPARγ, 

(FIGURA 24). Além disso, a GQ-177 aumentou significativamente a expressão gênica 

de CD36, ABCA1, VCAM e IL-1α, 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 tendência em diminuir a expressão 

gênica de PECAM, MCP-1, IL-6, IL-1α e IL-1β (FIGURAS 25 e 26).  

 Alguns dos genes investigados anteriormente também foram avaliados quanto a 

sua expressão no sinus aórtico da lesão aterosclerótica. Nestes estudos, os animais 

tratados com GQ-177 demonstraram uma significante redução na expressão de CD36, 

CD40 e CD40L, assim como apresentaram uma tendência em diminuir VCAM e em 

aumentar ABCA1 (FIGURAS 27-31). A GQ-145 apenas atenuou significativamente a 

expressão de CD40, mas, por outro lado, elevou a expressão de VCAM (FIGURAS 29 e 

31). E, o tratamento com LYSO-7 reduziu significativamente a expressão de CD40 e 

seu ligante, porém também promoveu um aumento em VCAM (FIGURAS 29-31).   
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FIGURA 24: Expressão gênica nas lesões ateroscleróticas de camundongos LDLr-/-  alimentados com dieta 
hipercolesterolêmica. Todos os animais foram submetidos a dieta por 4 meses, recebendo durante os últimos 28 dias 
tratamento com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e IND (indometacina) por via oral. Após eutanásia, as 
porções superiores dos corações foram removidas para extração do mRNA e quantificação por Real Time PCR dos 
genes PPARγ, CD36 e ABCA1. Os resultados foram normalizados com RNAm de 18S. Todos os grupos possuiam 
um número de 7 animais. Dados representam Média ± DP. *P<0.05, ***P<0.001 (comparado ao controle). CG, 
grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona. 
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FIGURA 25: Expressão gênica nas lesões ateroscleróticas de camundongos LDLr-/-  alimentados com dieta 
hipercolesterolêmica. Todos os animais foram submetidos a dieta por 4 meses, recebendo durante os últimos 28 dias 
tratamento com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e IND (indometacina) por via oral. Após eutanásia, as 
porções superiores dos corações foram removidas para extração do mRNA e quantificação por Real Time PCR dos 
genes VCAM, PECAM e MCP1. Os resultados foram normalizados com RNAm de 18S. Todos os grupos possuíam 
um número 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: Expressão gênica nas lesões ateroscleróticas de camundongos LDLr-/-  alimentados com dieta 
hipercolesterolêmica. Todos os animais foram submetidos a dieta por 4 meses, recebendo durante os últimos 28 dias 
tratamento com as TZDs (RSG, GQ-177, GQ-145, LYSO-7) e IND (indometacina) por via oral. Após eutanásia, as 
porções superiores dos corações foram removidas para extração do mRNA e quantificação por Real Time PCR dos 
genes IL-6, IL-1α E IL-1β. Os resultados foram normalizados com RNAm de 18S. Todos os grupos possuíam um 
número de 7 animais. Dados representam Média ± DP. *P<0.05, **P<0.01, ***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: Análise quantitativa da expressão de ABCA1 em lesões ateroscleróticas da aorta ascendente de 
camundongos LDLr-/-  alimentados com dieta hipercolesterolêmica. Todos os animais foram submetidos à dieta por 
4 meses, recebendo durante as últimas 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 histológicos, aumento de 20X. Gráfico (G) 
representativo das áreas de lesão. Todos os grupos possuíam um número de 7 animais. Os dados estão expressos 
como média ± desvio padrão. CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG rosiglitazona. 
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FIGURA 28: Análise quantitativa da expressão de CD36 em lesões ateroscleróticas da aorta ascendente de 
camundongos LDLr-/-  alimentados com dieta hipercolesterolêmica. Todos os animais foram submetidos à dieta por 
4 meses, recebendo durante as últimas 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 histológicos, aumento de 20X. Gráfico (G) 
representativo das áreas de lesão. Todos os grupos possuíam um número de 7 animais. Os dados estão expressos 
como média ± desvio padrão. **P<0.01 (em relação ao controle). CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG 
rosiglitazona. 
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FIGURA 29: Análise quantitativa da expressão de CD40 em lesões ateroscleróticas da aorta ascendente de 
camundongos LDLr-/-  alimentados com dieta hipercolesterolêmica. Todos os animais foram submetidos à dieta por 
4 meses, recebendo durante as últimas 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 histológicos, aumento de 20X. Gráfico (G) 
representativo das áreas de lesão. Todos os grupos possuíam um número de 7 animais. Os dados estão expressos 
como média ± desvio padrão. *P<0.05, ***P<0.001 (em relação ao controle). CG, grupo controle; IND, 
indometacina; RSG rosiglitazona. 
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FIGURA 30: Análise quantitativa da expressão de CD40L em lesões ateroscleróticas da aorta ascendente de 
camundongos LDLr-/-  alimentados com dieta hipercolesterolêmica. Todos os animais foram submetidos à dieta por 
4 meses, recebendo durante as últimas 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 histológicos, aumento de 20X. Gráfico (G) 
representativo das áreas de lesão. Todos os grupos possuíam um número de 7 animais. Os dados estão expressos 
como média ± desvio padrão. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 (em relação ao controle). CG, grupo controle; IND, 
indometacina; RSG rosiglitazona. 
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FIGURA 31: Análise quantitativa da expressão de VCAM em lesões ateroscleróticas da aorta ascendente de 
camundongos LDLr-/-  alimentados com dieta hipercolesterolêmica. Todos os animais foram submetidos à dieta por 
4 meses, recebendo durante as últimas 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 histológicos, aumento de 20X. Gráfico (G) 
representativo das áreas de lesão. Todos os grupos possuíam um número de 7 animais. Os dados estão expressos 
como média ± desvio padrão. **P<0.01 (em relação ao controle). CG, grupo controle; IND, indometacina; RSG 
rosiglitazona. 
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 Visto que o novo derivado tiazolidínico GQ-177 elevou as concentrações 

plasmáticas de HDL colesterol em camundongos LDLr-/-, assim como também 

aumentou a expressão gênica de ABCA1 e ABCG1 nas duas abordagens experimentais 

in vitro e in vivo, avaliou-se o efluxo de colesterol radioativo de macrófagos J774 para 

aceptores extracelulares Apo A-1 e HDL2 após 8 e 24hs de exposição à nova TZD. 

Neste ensaio, a GQ-177 apenas aumentou significativamente o efluxo de colesterol 

mediado pela apo A-1 após 24 hs de tratamento (FIGURA 32). Por outro lado, o efluxo 

mediado pela HDL2 mostrou-se significativamente elevado após 8 e 24hs de exposição 

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 macrófagos J774. As células 
foram primeiramente incubadas com LDL acetilada e 14C-Colesterol, por 48 hs, sendo posteriormente expostas a 
RSG e a GQ-177, na concentração 2µM, por 8 ou 24 hs. Em seguida, elas foram incubadas com o aceptor apo A-1 
por 8 hs, e então o colesterol radioativo foi mensurado no meio de cultura e nas células lisadas. Os dados são 
resultados de dois experimentos em triplicata, e estão expressos como média e desvio padrão. CG, grupo controle; 
RSG, rosiglitazona. 
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FIGURA 33: Efeito das TZDs sobre o efluxo de colesterol, mediado pela HDl2,  em macrófagos J774. As células 
foram primeiramente incubadas com LDL acetilada e 14C-Colesterol, por 48 hs, sendo posteriormente expostas a 
RSG e a GQ-177, na concentração 2µM, por 8 ou 24 hs. Em seguida, elas foram incubadas com o aceptor HDL2 por 
8 hs, e então o colesterol radioativo foi mensurado no meio de cultura e nas células lisadas. Os dados são resultados 
de dois experimentos em triplicata, e estão expressos como média e desvio padrão. CG, grupo controle; RSG, 
rosiglitazona. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A relevância do PPARγ como um importante alvo terapêutico para o tratamento 

das DCVs cresce não apenas por seus efeitos hipoglicemiantes em pacientes diabéticos, 

mas também por seu papel crítico na regulação das funções cardiovasculares. 

Entretanto, o aparecimento de efeitos adversos, extensivamente documentados por 

estudos clínicos, dificulta a utilização dos agonistas completos de PPARγ e justifica a 

busca de outros agonistas totais ou parciais para o desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas (VILLACORTA et  al., 2010). 

Neste estudo, inicialmente os novos compostos foram avaliados quanto à 

viabilidade em linhagens de macrófagos RAW 264.7 e J774 por ensaio de MTT, onde 

definiu-se a concentração de 2µM, como a mais segura, pois mais de 90% das células 

permaneceram viáveis após 24h de exposição aos compostos entre as concentrações 0,5 

e 2,5µM. Este resultado foi confirmado pelo ensaio de anexina e iodedo de propídeo o 

qual demonstrou que, entre as concentrações 0.625 e 5.0µM, as células tratadas com os 

compostos GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 apresentavam menos de 10% de morte celular.  

Em seguida, esses três compostos foram avaliados quanto à ativação das três 

isoformas do receptor nuclear PPAR. Quanto à expressão gênica, todos eles 

aumentaram a de PPARγ, e surpreendentemente, a GQ-177 e a LYSO-7 produziram o 

mesmo efeito sobre o PPARα. Porém, quando foi avaliada a ativação das mesmas 

isoformas por ensaio de luciferase, como gene repórter, a GQ-177 confirmou-se como 

um agonista de PPARγ, em menor magnitude do que o agonista clássico rosiglitazona, 

mostrando-se um potencial agonista parcial desta isoforma, enquanto a LYSO-7 

demonstrou ativar PPARα e PPARβ/δ, podendo ser um possível agonista dual.  
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Conforme anteriormente descrito, as TZDs são fármacos eficientes no 

tratamento da resistência à insulina que agem como agonistas de PPARγ. Entretanto, 

seus vários efeitos colaterais têm restringido o seu uso terapêutico, e atualmente 

acredita-se que o desenvolvimento de agonistas seletivos de PPAR possa contornar 

esses problemas. Entre as estratégias para o desenho de novos fármacos está a pesquisa 

por agonistas parciais de PPARγ, que apresentem afinidade suficiente pelo PPARγ para 

preservar seus efeitos sobre a sensibilização de insulina, porém incapazes de saturá-lo, 

diminuindo os efeitos adversos associados às TZDs (VILLACORTA et al., 2009). Eles 

têm sido coletivamente chamados de moduladores de PPARγ, e incluem metaglidasem, 

halofenato, leucina-FMOC e agonistas parciais não-TZDs (RUBENSTRUNK et al., 

2007). Outra estratégia envolve o desenvolvimento de agonistas duais de PPAR, os 

quais induzem uma ação sinérgica e complementar sobre o metabolismo de lipídeos, 

sensibilidade à insulina e controle da inflamação reduzindo os efeitos adversos do 

PPARγ sobre a adiposidade (GROSS e STAELS, 2007). Os agonistas duais de 

PPARα/γ mais estudados são os glitazars, que combinam os efeitos sensibilizadores de 

insulina da ativação de PPARγ com os efeitos hipolipemiantes do PPARα, reduzindo as 

concentrações plasmáticas de triglicerídeos e aumentando as concentrações de HDL 

colesterol. Em modelos animais, estes compostos têm sido promissores, porém alguns 

estudos clínicos tiveram que ser descontinuados devido ao aparecimento de efeitos não 

esperados como anemia e câncer urotelial (FIEVET, FRUCHART e STAELS, 2006). 

Agonistas duais de PPARα/PPARδ, como o novo composto LYSO-7 avaliado neste 

estudo, ainda estão sob investigação (LALLOYER e STAELS, 2010).   

 Uma das características da ativação de PPARγ está em estimular a expressão do 

receptor scavenger CD36 em adipócitos e macrófagos (SUN et al., 2003). Este é uma 

glicoproteína de membrana integral com participação em diversas funções celulares 
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como captação de ácidos graxos de cadeia longa (LCFA) pelos adipócitos, e de 

lipoproteínas de baixa densidade oxidadas (LDLox) pelos macrófagos (PEDROSA et 

al., 2010), o que promove a formação de células espumosas e contribui para a 

aterogênese (NICHOLSON, 2004). Os três novos derivados tiazolidínicos aumentaram 

a expressão gênica de CD36, porém não alteraram a sua expressão na superfície dos 

macrófagos. Em um estudo anterior, Moore e colaboradores (2001) mostraram que os 

agonistas de PPARγ, troglitazona e LG268, podem aumentar expressão gênica CD36 de 

maneira dependente de PPARγ, sem induzir o acúmulo de colesterol celular, indicando 

que as TZDs podem não exacerbar a formação de células espumosas.   

Em adição, os três derivados também aumentaram significativamente os níveis 

de RNAm de ABCA1 e ABCG1, quando comparadas ao controle. Esses transportadores 

fazem parte de uma grande família de proteínas envolvidas na exportação ou importação 

celular de uma ampla quantidade de substratos incluindo íons, nucleotídeos cíclicos, 

peptídeos, proteínas e lipídeos. ABCA1 e ABCG1 têm um papel crucial na mediação do 

efluxo celular de fosfolipídeos e colesterol para a apo A-I livre de lipídeos e 

lipoproteínas contendo apo A-I (CAVELIER et al., 2006). Estudos prévios têm relatado 

que ativação de PPARα ou PPARγ em macrófagos pode induzir a expressão de 

ABCA1, o que promoveria a saída de colesterol dos macrófagos arteriais para a HDL 

(CHINETTI et al., 2001; CHAWNLA et al., 2001).  

Desde que o ABCA1 é regulado pelo receptor hepático X (LXR), alguns 

investigadores também demonstraram que a indução de expressão de LXRα por 

agonistas de PPARγ pode representar um mecanismo indireto de estímulo de ABCA1 

(OGATA etal., 2009; CHAWNLA et al., 2001; CHINETTI et al., 1998). Entretanto, 

nenhum dos novos derivados ativou LXRα ou o seu domínio de ligação, demonstrando 



114 
 

	
  

que o aumento na expressão gênica de ABCA1 e ABCG1 pelos novos derivados é um 

efeito independente da ativação de LXR.  

Os PPARs também reprimem a expressão de genes de resposta inflamatória por 

um mecanismo denominado transrepressão dependente de agonista. Este processo não 

envolve a ligação do receptor nuclear a região promotora do gene, mas aqui PPARγ 

opera por antagonizar a ativação dependente de sinal de seus genes alvo por outras 

classes de fatores de transcrição, os quais incluem as proteínas NF-κB e AP-1, 

reduzindo assim as vias de sinalização inflamatórias (STRAUSS e GLASS, 2007). 

Dessa forma os agonistas de PPARα e PPARγ inibem a expressão de genes 

inflamatórios, como iNOS, INFγ, IL-1β, IL-6 e TNF-α, que promovem o recrutamento 

de monócitos e células T dentro das lesões, e sua subsequente diferenciação e ativação 

(MARX et al., 2002; PASCERI et al., 2000). Com relação aos novos derivados 

tiazolídinicos, todos eles reduziram a expressão gênica de iNOS, COX2 e VCAM, 

porém apenas a LYSO-7 diminuiu a expressão de MCP-1. A expressão dessa proteína 

quimiotática também já mostrou ser inibida pela pioglitazona em monócitos e outros 

tipos celulares, reduzindo assim a proliferação e migração dessas células (DI 

GREGORIO et al., 2005). 

Os efeitos das TZDs sobre o desenvolvimento de aterosclerose têm sido avaliado 

por vários grupos de pesquisa, utilizando para isso modelos experimentais seja em 

camundongos com deleção 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 deleção 

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 são alimentados com 

uma dieta hiperlipídica na presença ou ausência 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 

tiazolidínicos, GQ-177, GQ-145 e LYSO-7, por gavagem durante as últimas 4 semanas. 

Rosiglitazona e indometacina foram utilizadas como controles positivos por serem um 

agonista clássico de PPARγ e um agente antiinflamatório, respectivamente.  

Os três compostos reduziram significativamente a progressão da lesão 

aterosclerótica, quando comparados ao controle. Além disso, nos animais tratados com 

a GQ-177 esse efeito foi acompanhado por aumento nas concentrações plasmáticas de 

HDL colesterol, enquanto no tratamento com a LYSO-7 houve redução das 

concentrações plasmáticas de colesterol total e triglicerídeos. Em estudos clínicos, a 

rosiglitazona e a pioglitazona apresentam efeitos distintos sobre o perfil lipídico, 

enquanto a primeira aumenta as concentrações plasmáticas de colesterol total e LDL 

colesterol com redução das concentrações de HDL colesterol, a segunda pode elevar as 

concentrações plasmáticas de HDL colesterol, reduzir as concentrações de triglicerídeos 

com pouco ou nenhum efeito sobre as concentrações de colesterol total e LDL 

colesterol (DEEG et al., 2007). Em modelos experimentais, a rosiglitazona também não 

tem demonstrado nenhum efeito sobre o perfil de lipoproteínas (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 e 5-

LOX, apresentaram lesões ateroscleróticas menores associadas a reduções nas 

concentrações plasmáticas de triglicerídeos (CHOI et al., 2010). Além disso, Nakaya e 

colaboradores (2009) observaram que a pioglitazona aumentava as concentrações 

plasmáticas de HDL colesterol durante o desenvolvimento de aterosclerose em 

camundongos LDLr-/- alimentados com uma dieta hiperlipídica por 14 semanas com 

suplementação com o fármaco nas últimas 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 expressão 

gênica de PPARγ, CD36, ABCA1 e VCAM, porém apenas as lesões dos animais 

tratados com o primeiro apresentaram menor expressão proteica de CD36 e VCAM 

assim como demonstraram maior expressão de ABCA1. Além disso, o tratamento com 

GQ-177 também diminuiu significativamente a expressão proteica de CD40 e seu 

ligante, CD40L.  Lesões ateroscleróticas humanas expressam o mediador imunológico 

CD40 e seu ligante, e uma interação 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 funções relacionadas à 

aterogênese, incluindo indução de citocinas pro-inflamatórias, metaloproteinases de 

matrix, moléculas de adesão 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 lipídeos por 12 semanas, e adicionalmente, a constituição do ateroma nascente 

continha menos macrófagos e linfócitos T, e exibia uma expressão reduzida de VCAM 

(MACH et al., 1998). Um outro estudo, em que camundongos apo E-/- receberam um 

adenovírus recombinante contendo um fragmento de cDNA de PPARγ, demonstrou que 

a terapia gênica atenuou a aterogênese, estabilizou a placa aterosclerótica e inibiu a 

expressão de CD40, CD40L, TNFα, 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 

expressão gênica de PPARγ acompanhado por inibição da interação entre CD40 e seu 

ligante, e consequente interrupção no aumento da expressão proteica de VCAM, pois os 

derivados GQ-145 e LYSO-7 promoveram um aumento significante na expressão 

gênica e proteica desta molécula de adesão.  
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Por outro lado, o tratamento com a LYSO-7 também interrompeu a via de 

sinalização CD40-CD40L, o pode ter influenciado a tendência em reduzir a expressão 

gênica de MCP-1, IL-6, IL-1α e IL-1β, produzida por este composto. Inclusive, o perfil 

de expressão gênica das lesões ateroscleróticas 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 ativação de PPARα, conforme descrito nos 

ensaios in vitro, pois esta isoforma de PPAR foi primeiramente proposta ser uma 

moduladora de inflamação desde que o leucotrieno B4, um potente agente inflamatório, 

seria um ligante e agonista para este receptor. Posteriormente, Staels e colaboradores 

(1998) relataram que agonistas de PPARα inibiam ativação de células musculares lisas 

aórticas em resposta a estímulos inflamatórios por reprimir a sinalização de NF-κB. 

Além disso, o tratamento com fenofibrato também diminuiu as concentrações 

plasmáticas de IL-6, em pacientes hiperlipidêmicos (BERGER e MOLLER, 2002). Os 

fibratos, como agonistas de PPARα, também possuem funções como redutores de 

triglicerídeos, relacionadas à síntese diminuída e catabolismo aumentado das partículas 

de VLDL (LALLOYER e STAELS 2010), o que também poderia justificar a redução 

nas concentrações plasmáticas de triglicerídeos promovida apenas pelo tratamento com 

a LYSO-7.  

Quanto a GQ-145, esta reduziu significativamente a progressão da lesão 

aterosclerótica, porém não alterou o perfil lipídico e elevou a expressão gênica de todos 

os marcadores pró-ateroscleróticos e pró-inflamatórios analisados nas lesões 

ateroscleróticas. Novos alvos terapêuticos e mecanismos de ação deverão ser 

investigados para esta TZD. 

Apesar dos estudos prévios em linhagens celulares demonstrarem que os novos 

compostos reduziam a expressão gênica de fatores inflamatórios, esse efeito não foi 
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observado na análise dos genes expressos nas lesões ateroscleróticas, como IL-6, IL-1α 

e IL-1β, especialmente em animais tratados com a GQ-177.  Esse resultado pode refletir 

a heterogeneidade celular da lesão aterosclerótica analisada no sinus aórtico, de onde o 

RNA foi isolado para análise. 

Uma vez que o derivado GQ-177 foi o único que promoveu aumento nas 

concentrações plasmáticas de HDL colesterol associado a redução da progressão da 

lesão aterosclerótica, aumento na expressão de ABCA1 e redução de CD36, VCAM e 

CD40-CD40L em modelo experimental de aterosclerose, além de também ter elevado a 

expressão de ABCA1 e ABCG1 em linhagens de macrófagos, o efluxo de colesterol 

celular dos macrófagos mediado pelas apo A-1 e HDL2, também foi avaliado para este 

composto. Os resultados demonstraram que a GQ-177 realmente participa do processo 

de transporte reverso de colesterol, estimulando a saída de colesterol da célula para o 

meio de cultura pelos dois mediadores, mas em especial pela HDL2 logo após 8h de 

exposição.  

O efluxo de colesterol mediado pela HDL e suas apolipoproteínas é um processo 

crucial na regulação da homeostasia do colesterol do organismo, sendo um importante 

alvo terapêutico para a prevenção e reversão da aterosclerose. Diferentemente da 

maioria das células do organismo, as quais limitam a captação e síntese de colesterol 

por regular a expressão do receptor de LDL e a HMG-CoA redutase, os macrófagos 

podem acumular grandes quantidades de colesterol pela captação descontrolada via 

receptor scavenger.  Os ésteres de colesterol são estocados, intracelularmente, como 

gotículas de lipídeos citosólicos, em um processo que transforma os macrófagos em 

células espumosas ativadas, as quais produzem fatores de crescimento, citocinas e 

proteases que influenciam a progressão da aterosclerose. Portanto, o efluxo é o único 

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

Neste processo, a captação de LDL oxidada pelos macrófagos introduz 

colesterol na célula, gerando óxidos de colesterol os quais por serem ligantes naturais de 

LXR, estimulam a formação de heterodímeros LXR/RXR e a transcrição gênica de 

ABCA1 e ABCG1. O ABCA1 facilita o transporte de fosfolipídeos e colesterol para a 

apo A-1 da pré-β-HDL, pobre em lipídeos e em formato discoide. Pela ação da LCAT, 

este colesterol é esterificado, e essa partícula é convertida em HDL esférica (HDL3), a 

qual troca colesterol esterificado por triglicerídeos de lipoproteínas contendo apo B, em 

uma troca mediada pela CETP, originando a HDL2. Esta partícula também é 

incorporadora de mais colesterol por interações adicionais com o transportador ABCG1, 

nos macrófagos, e posteriormente, ela transporta os ésteres de colesterol para os 

receptores SR BI no fígado (QUINTÃO, NAKANDAKARE e PASSARELLI, 2011).  

Na ausência de transportadores ABCA1 ou ABCG1, os macrófagos acumulam ésteres 

de colesterol massivamente em seu citoplasma, evidenciando a importância fisiológica 

do efluxo de colesterol para a homeostasia do colesterol nos macrófagos (CAVELIER 

et al., 2006).  

 Entretanto, a GQ-177 não promoveu ativação de LXRα e de seu domínio de 

ligação, demonstrando que seus efeitos sobre o efluxo de colesterol dos macrófagos e 

sobre a expressão gênica de ABCA1 e ABCG1 foram independentes deste fator de 

transcrição. Li e colaboradores (2004) observaram que a ativação de PPARγ pela 

rosiglitazona, em macrófagos com deleção genética para o gene de LXR, reduzia a 

esterificação de colesterol, induzia expressão de ABCG1 e estimulava o efluxo de 

colesterol dependente de HDL. Portanto, a GQ-177, como um agonista de PPARγ, 

poderia aumentar o efluxo de colesterol através de ABCG1, mediado pela HDL2, 

mesmo de forma independente de LXR.  
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 Em conclusão, os novos derivados tiazolidínicos GQ-177 e LYSO-7 

apresentaram diferentes efeitos sobre o desenvolvimento da aterosclerose. O derivado 

GQ-177 demonstrou ser um possível agonista parcial de PPARγ que aumentou a 

expressão gênica de CD36, ABCA1 e ABCG1, promoveu efluxo de colesterol para apo 

A-1 e HDL2, e reduziu expressão de genes inflamatórios como iNOS, COX2 e VCAM 

em linhagens monocíticas, assim como também inibiu a progressão da placa 

aterosclerótica associada a elevadas concentrações plasmáticas de HDL colesterol, com 

aumento na expressão de ABCA1 e redução da interação CD40-CD40L, em modelo de 

aterosclerose experimental. Por outro lado, o derivado LYSO-7 mostrou ser um 

potencial agonista dual de PPARα/PPARδ que promoveu elevação na expressão gênica 

de CD36, ABCA1 e ABCG1 e redução da expressão de genes inflamatórios como 

iNOS, COX2, VCAM e MCP1 em macrófagos,  assim como também apresentou uma 

inibição da aterogênese acompanhada por diminuição nas concentrações plasmáticas de 

colesterol total e triglicerídeos, com redução na via CD40-CD40L e expressão de 

citocinas inflamatórias. Entretanto, estudos adicionais não necessários com o objetivo 

de caracterizar as vias de sinalização intracelular envolvidas no transporte reverso de 

colesterol e atividade antiinflamatória promovida pelas GQ-177 e LYSO-7, 

respectivamente. 
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6. CONCLUSÕES 

 

• Ensaios in vitro utilizando linhagens de macrófagos murinos J774 e RAW 264.7 

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

Ø A concentração de 2µM foi eleita a mais segura para dar seguimento ao projeto, 

pois mais de 90% das células permaneceram viáveis após 24h de exposição aos 

compostos entre as concentrações 0,5 e 2,5µM; 

Ø As tiazolidino-2,4-dionas GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 estimularam a expressão 

gênica de PPARγ, sendo que a GQ-177 e a LYSO-7 também estimularam 

expressão do RNAm de PPARα;  

Ø As tiazolidino-2,4-dionas GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 aumentaram expressão 

gênica de CD36, porém não promoveram o mesmo efeito sobre a sua expressão 

na superfície do macrófago;  

Ø As tiazolidino-2,4-dionas GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 reduziram expressão 

gênica de iNOS, COX2 e VCAM, assim como diminuíram a concentração de 

nitritos no meio de cultura após estímulo inflamatório com LPS, no entanto, 

apenas a LYSO-7 inibiu a expressão gênica de MCP-1; 

Ø As tiazolidino-2,4-dionas GQ-177, GQ-145 e LYSO-7 elevaram a expressão 

gênica de ABCA1 e ABCG1, mas apenas a GQ-177 aumentou o efluxo de 

colesterol em macrófagos, mediado por apo A-1 e HDL2, especialmente pelo 

último. 
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• Ensaios in vitro com células embrionárias humanas de rim (HEK 293): 

Ø A GQ-177 promoveu ativação de PPARγ, assim como também o ativou após 

ligação ao seu domínio de ligação ao agonista (LBD), porém em menor 

magnitude que a rosiglitazona, demonstrando ser um agonista parcial deste 

receptor; 

Ø A LYSO-7 promoveu a ativação de PPARα e de PPARβ/δ, podendo ser um 

possível agonista dual destes dois receptores nuclerares; 

Ø Nenhuma das três tiazolidino-2,4-dionas ativou o receptor LXRα ou promoveu 

ativação deste após ligação ao seu domínio LBD. 

 

• Ensaios in vivo utilizando camundongos com deleção genética para o receptor de 

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

avançada: 

Ø A GQ-177 reduziu a progressão da lesão aterosclerótica em 29,29%, com 

aumento nas concentrações plasmáticas de HDL colesterol, elevação na 

expressão de ABCA1 e redução na interação CD40-CD40L;  

Ø A LYSO-7 também diminuiu o desenvolvimento da placa aterosclerótica em 

19%, associado a diminuição nas concentrações plasmáticas de colesterol total e 

triglicerídeos, redução na expressão de CD40 e seu ligante, e inibição da 

expressão gênica de citocinas inflamatórias; 

Ø A GQ-145 inibiu a progressão da lesão aterosclerótica, em menor grau, porém 

não alterou a perfil lipídico e aumentou a expressão de todos os fatores 

aterogênicos e inflamatórios avaliados. 
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