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RESUMO 

 

 

SAITO, C. A. I. Atividade de novos derivados de tiazolidinodionas sobre a diferenciação 

de pré-osteoblastos e pré-adipócitos. 2014. 117f. (Tese de Doutorado) – Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014.  

 

As tiazolidinodionas (TZDs) são sensibilizadores de insulina utilizados no tratamento do 

diabetes mellitus tipo 2. Contudo, apesar dos efeitos benéficos sobre a glicemia, importantes 

efeitos adversos incluindo perda óssea e aumento de adiposidade são relatados com o uso 

clínico das TZDs. Assim, é necessário o desenvolvimento de novos derivados de TZDs com 

potenciais efeitos benéficos sobre a hiperglicemia e menos efeitos adversos. Neste estudo, 

investigamos os efeitos de 5 novos derivados de TZDs (LYSO-7, GQ-89, GQ-150, GQ-177 e 

SF-3) sobre a diferenciação celular de pré-osteoblastos murinos MC3T3-E1, pré-adipócitos 

murinos 3T3-L1 e pré-adipócitos SGBS de linhagem humana. Seus potenciais efeitos sobre a 

utilização de glicose, a produção de adipocinas e mediadores pró-inflamatórios também foram 

avaliados, utilizando linhagens murinas e humanas de adipócitos, e macrófagos THP-1 de 

linhagem humana. O principal achado de nosso estudo foi que os novos derivados de TZDs 

estimulam a utilização celular de glicose, porém não alteram o processo de diferenciação 

celular de pré-osteoblastos e pré-adipócitos, quando comparados com a TZD clássica 

Rosiglitazona. Conforme esperado, o tratamento com Rosiglitazona na concentração de 5 µM 

inibiu a osteogênese de pré-osteoblastos murinos MC3T3-E1. No entanto, o tratamento com 2 

novos derivados de TZDs (GQ-89 e GQ-177) na mesma concentração não afetou a 

diferenciação celular, sendo possível observar níveis de mineralização de matriz extracelular 

similares aos do grupo controle. Além disso, enquanto a GQ-89 estimulou a atividade da 

fosfatase alcalina, a GQ-177 não modulou sua atividade enzimática e induziu a expressão 

gênica de osteocalcina. Contudo, ambos inibiram a expressão de Runx2 e colágeno. Por sua 

vez, quando os efeitos foram avaliados sobre a diferenciação de adipócitos, foi possível 

observar que ao contrário do efeito pró-adipogênico constatado com a Rosiglitazona na 

concentração de 1 µM, as TZDs GQ-150, GQ-177, LYSO-7 e SF-3 foram incapazes de 

induzir o acúmulo lipídico em pré-adipócitos murinos e humanos. Além disso, a GQ-150 

inibiu a expressão gênica de C/EBPα, assim como a expressão gênica e os níveis protéicos de 

CD36, enquanto que a SF-3 estimulou a expressão gênica de C/EBPα e de FABP4 e diminuiu 



 

a expressão gênica e os níveis protéicos de CD36, os quais não foram modificados pela 

LYSO-7 em pré-adipócitos murinos 3T3-L1. No entanto, em pré-adipócitos SGBS de 

linhagem humana, nenhum efeito sobre os marcadores de fenótipo adipogênico C/EBPα e 

FABP4 foi observado com os novos derivados de TZDs. Ademais, os novos derivados de 

TZDs não interferiram na via de sinalização de Wnt, não apresentaram qualquer efeito sobre a 

expressão de adipocinas (adiponectina, resistina e leptina) e mediadores pró-inflamatórios 

(IL-6, CCL2/MCP-1, TNF-α e JNK), bem como não ativaram o fator de transcrição PPARγ 

no ensaio de gene repórter. Por sua vez, a LYSO-7, GQ-150 e SF-3 aumentaram o consumo 

de glicose em presença de insulina em adipócitos 3T3-L1 e modificaram a atividade de 

enzimas mitocondriais em adipócitos SGBS e macrófagos THP-1. Entretanto, o efeito 

sensibilizador de insulina foi confirmado somente com a GQ-177 pelo aumento da captação 

de glicose e somente a LYSO-7 e a SF-3 foram capazes de inibir o consumo de oxigênio e 

modificar a taxa de glicólise em macrófagos, sugerindo que também poderiam alterar os 

níveis de ATP/ADP. Considerando que baixos níveis de ATP estimulam a via de sinalização 

de AMPK, essa via também foi investigada em nosso estudo. Entretanto, os resultados sobre a 

ativação de AMPK foram inconclusivos. Desse modo, nossos resultados apontam que os 

novos derivados de TZDs não atuam como ligantes de PPARγ, apresentam atividade 

sensibilizadora de insulina in vitro, e que exercem menores efeitos antiosteoblásticos e 

adipogênicos quando comparados com a Rosiglitazona. Mais estudos são necessários para 

elucidar os mecanismos responsáveis por esses efeitos, bem como para estabelecer se os 

novos derivados de TZDs são mais seguros in vivo, com relação ao risco de fraturas ósseas e 

ganho de massa adiposa. 

 

 

Palavras-chave: tiazolidinodionas, osteoblastos, adipócitos, adipocinas, diabetes 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

SAITO, C. A. I. Activity of new derivatives of thiazolidinediones on differentiation of 

preosteoblasts and preadipocytes. 2014. 117f. (Tese de Doutorado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

  

Thiazolidinediones (TZDs) are insulin sensitizers used in the treatment of type 2 diabetes 

mellitus. However, despite the beneficial effects on blood glucose, significant adverse effects 

including bone loss and increased adiposity are reported with the clinical use of TZDs. Thus, 

it is necessary to develop new derivatives of TZDs with potential beneficial effects on 

hyperglycemia and fewer adverse effects. In this study, we investigated the effects of 5 new 

derivatives of TZDs (LYSO-7, GQ-89, GQ-150, GQ-177 e SF-3) on cellular differentiation in 

murine MC3T3-E1 preosteoblasts, murine 3T3-L1 preadipocytes, and SGBS preadipocytes 

from human lineage. Potential effects on glucose consumption, adipokines, and pro-

inflammatory mediators were also assessed using murine and human strains of adipocytes, 

and macrophages from human THP-1 lineage. The main finding of this study was that new 

derivatives of TZDs stimulate glucose consumption, but do not change the cell differentiation 

process of preosteoblasts and preadipocytes compared to classical TZD Rosiglitazone. As 

expected, the treatmet with Rosiglitazone, at 5µM, inhibited the osteogenesis in murine 

MC3T3-E1 preosteoblasts. However, the treatment with 2 new derivatives of TZDs (GQ-89 

and GQ-177) at the same concentration did not affect cell differentiation, and levels of 

mineralization of the extracellular matrix similar to the control group were observed. In 

addition, whereas the GQ-89 stimulated the activity of alkaline phosphatase, GQ-177 does not 

modulate its enzymatic activity and induced gene expression of osteocalcin. However, both of 

them inhibit the expression of Runx2 and collagen. In turn, when the effects were assessed on 

the adipocyte differentiation, unlike the proadipogenic effect observed with Rosiglitazone at a 

concentration of 1 µM, the new TZDs GQ-150, GQ-177, LYSO-7 and SF-3 were unable to 

induce lipid accumulation in human and murine preadipocytes. In addition, GQ-150 inhibited 

the gene expression of C/EBPα, as well as the gene expression and protein levels of CD36, 

whereas SF-3 stimulated the gene expression of C/EBPα and FABP4 and decreased gene 

expression and protein levels of CD36, which was not modified by LYSO-7 on murine 3T3-

L1 preadipocytes. However, no effect on markers of adipogenic phenotype C/EBPα and 



 

FABP4 has been observed with the novel derivatives of TZDs in human SGBS preadipocytes. 

Furthermore, the new derivatives of TZDs do not interfere with the Wnt signaling pathway, 

showed no effect on the adipokines expression (adiponectin, resistin and leptin) and 

proinflammatory mediators (IL-6, CCL2 / MCP-1, TNF α and JNK) and did not activate the 

transcription factor PPARγ in the gene reporter assay. In turn, LYSO-7, GQ-150, and SF-3 

increased glucose consumption in the presence of insulin in 3T3-L1 adipocytes and modified 

the activity of mitochondrial enzymes in SGBS adipocytes and THP-1 macrophages. 

However, the effect on insulin sensitization was confirmed only to GQ-177 that increased 

glucose uptake and just LYSO-7 and SF-3 were able to inhibit oxygen consumption and 

modify the rate of glycolysis in macrophages, suggesting that they could also alter the levels 

of ATP/ADP. Since low levels of ATP could stimulate AMPK pathway, this signaling 

pathway was also investigated in our study. However, the results on the AMPK activation 

were inconclusive. Thus, our results demonstrate that the new derivatives of TZDs do not act 

as PPARγ ligands, present insulin sensitizing activity in vitro, and display minor 

antiosteoblastic and adipogenic effects when compared to Rosiglitazone. More studies are 

needed to elucidate the exact mechanisms responsible for these effects, as well as to establish 

whether the safety of the new TZDs with respect to the risk of bone fractures and body mass 

gain using in vivo models.  

 

Keywords: thiazolidinediones, osteoblasts, adipocytes, adipokines, diabetes 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

A obesidade é uma condição complexa e multifatorial, causada por fatores genéticos, e 

fisiológicos, bem como hábitos e estilo de vida, sendo os mais significativos a dieta altamente 

calórica e o sedentarismo (NAMMI et al., 2004). 

Em 2014, estimou-se que nos Estados Unidos dois terços dos adultos apresentavam 

sobrepeso, enquanto a freqüência de obesidade, que é definida pelo índice de massa corpórea 

superior a 30 kg/m2, foi de 34,9% (OGDEN et al., 2014). Apesar da maior notoriedade desta 

condição em países desenvolvidos como os Estados Unidos, a obesidade também tem 

aumentado nos países em desenvolvimento. No Brasil, houve um grande aumento nos índices 

de obesidade em homens, variando de 2,8% na década de 70 para 16% em 2012, enquanto em 

mulheres o aumento foi de 8% para 18% no mesmo período (BRASIL, 2013).  

A importância da obesidade para a saúde pública decorre não somente de sua elevada 

prevalência mundial, mas principalmente em virtude das anormalidades metabólicas e fatores 

de risco cardiovasculares aos quais está associada, que incluem hipertensão, tolerância 

diminuída à glicose, resistência à insulina, hiperinsulinemia e dislipidemia. Essas 

anormalidades, coletivamente denominadas de síndrome metabólica ou síndrome X 

(REAVEN, 1988), aumentam o risco de morte prematura pelo desenvolvimento de doenças 

crônicas como diabetes mellitus tipo 2, aterosclerose e doenças cardiovasculares (NAMMI et 

al., 2004). Caracterizada pelo excesso de tecido adiposo no abdômen, a adiposidade visceral é 

apontada como a principal causa de anormalidades metabólicas e, desta forma, representa um 

importante alvo no tratamento da síndrome metabólica (MATSUZAWA, 2006).  

Durante muito tempo, o tecido adiposo foi considerado apenas um órgão passivo, 

destinado à reserva do excesso energético na forma de triacilgliceróis. Atualmente, o tecido 

adiposo é descrito como um órgão endócrino, responsável pela produção e secreção de uma 

grande variedade de hormônios e de citocinas, também denominadas adipocinas, as quais são 

importantes para a homeostase energética e para a inflamação. No contexto da obesidade, 

surgem cada vez mais evidências da participação de adipocinas pró-inflamatórias no 

desenvolvimento das doenças cardiovasculares e do diabetes mellitus tipo 2, fortalecendo o 

papel do estado inflamatório crônico observado na obesidade para a patogênese de suas 

comorbidades (FISCHER-POSOVSZKY; WABITSCH; HOCHBERG, 2007).  
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A obesidade é o principal fator de risco para o desenvolvimento de diabetes mellitus 

tipo 2. Em 2013, a prevalência mundial de diabetes mellitus tipo 2 era de 382 milhões de 

pessoas, sendo estimado que este número assuma proporções epidêmicas em 2035, 

alcançando 592 milhões de casos (OGDEN et al., 2014). Acredita-se que a prevalência de 

doenças cardiovasculares também aumente, uma vez que o diabetes é caracterizado não 

somente pela hiperglicemia, mas também por disfunções vasculares de pobre prognóstico 

(REIFEL-MILLER et al., 2005). A dislipidemia é outro fator de risco cardiovascular 

observado no diabetes, a qual é caracterizada por baixas concentrações séricas de lipoproteína 

de alta densidade (HDL-colesterol) e elevadas concentrações séricas de triacilgliceróis e de 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL-colesterol) (REAVEN, 1988). Portanto, assim como a 

diminuição da adiposidade visceral e o controle glicêmico, o controle da dislipidemia também 

é importante para evitar as complicações associadas ao diabetes. 

A descoberta dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) como 

reguladores importantes do metabolismo energético e da inflamação despertou o interesse por 

esses receptores como possíveis alvos-terapêuticos com aplicação em doenças metabólicas 

humanas, particularmente no tratamento da resistência à insulina e da dislipidemia. Duas 

classes farmacológicas, as tiazolidinodionas (TZDs) e os fibratos, foram empiricamente 

identificadas, respectivamente, pelas ações sensibilizadoras de insulina via ativação da 

isoforma gama (PPARγ) (KAWAMATSU; ASAKAWA; SARAIE; IMAMIYA; et al., 1980;  

KAWAMATSU; ASAKAWA; SARAIE; MIZUNO; et al., 1980;  KAWAMATSU; SARAIE; 

et al., 1980) e hipolipemiantes via ativação da isoforma alfa (PPARα) (REDDY; 

KRISHNAKANTHA, 1975;  REIFEL-MILLER et al., 2005). Atualmente, sabe-se que estes 

fármacos também podem compartilhar os efeitos hipoglicemiantes e hipolipemiantes 

característicos de cada classe, em menor ou maior intensidade.  

As TZDs diminuem não somente a hiperglicemia, mas também a hiperinsulinemia 

compensatória em pacientes com diabetes tipo 2, bem como exercem efeitos menos 

pronunciados sobre os parâmetros lipídicos (ARONOFF et al., 2000). Por outro lado, os 

fibratos melhoram tanto o perfil lipídico como o controle glicêmico em pacientes com 

síndrome metabólica (JONES et al., 1990;  STAELS et al., 1998). Além disso, existem 

inúmeras evidências sobre os efeitos anti-inflamatórios de TZDs e fibratos. Esses fármacos 

podem inibir a atividade de uma variedade de fatores de transcrição pró-inflamatórios, tais 

como NF-kB e AP-1 (BLASCHKE et al., 2006;  DELERIVE et al., 1999), mediadores pró-

inflamatórios (CABRERO; LAGUNA; VAZQUEZ, 2002) e moléculas de adesão ao 
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endotélio (LI et al., 2004). Estas características são relevantes para o tratamento do diabetes, 

assim como para a prevenção de suas complicações cardiovasculares.  

Entretanto, a segurança dos agonistas de PPAR tem sido questionada pela descrição de 

efeitos adversos associados ao seu uso clínico. A ativação de PPARα pelos fibratos está 

associada com colelitíase, aumento reversível das concentrações plasmáticas de homocisteína, 

uréia e creatinina (DAVIDSON et al., 2007) e rabdomiólise (SGRO; ESCOUSSE, 1991). Por 

sua vez, ganho de peso consequente da expansão do tecido adiposo (FONSECA, 2003;  

ZHANG, H. et al., 2005), perda óssea (GREY, 2008) e maior risco de câncer de bexiga 

(MAMTANI et al., 2012) é relatado em pacientes que fazem uso de fármacos da classe das 

TZDs. Além disso, estudos de meta-análise têm correlacionado o uso de TZDs à maior 

incidência de eventos cardiovasculares (SCHERNTHANER; CHILTON, 2010). Sendo assim, 

existe grande interesse pelo desenvolvimento de novos agonistas de PPAR, visando 

identificar novas moléculas com menos efeitos adversos, mas que preservem ou 

potencializem os efeitos terapêuticos esperados.  

Nesse sentido, a área de desenvolvimento de novos agonistas de PPAR é bastante 

complexa. Uma vez que a ativação seletiva de cada subtipo de PPAR está associada a efeitos 

deletérios, a determinação do subtipo desse receptor nuclear mais adequado como alvo 

farmacológico nas doenças metabólicas e inflamatórias é uma tarefa desafiadora. Desse modo, 

uma nova abordagem para o desenvolvimento de fármacos agonistas de PPAR consiste na 

síntese de agonistas capazes de ativar todas as isoformas de PPAR (pan-agonistas) ou ainda 

duas isoformas desse receptor (agonistas duais).  

Em razão de muitos pacientes com resistência à insulina também apresentarem 

quadros de dislipidemia, especula-se que agonistas duais de PPAR (agonistas PPARα/γ) que 

combinem os efeitos hipolipemiantes da ativação de PPARα com os efeitos sensibilizadores 

de insulina da ativação de PPARγ (LALLOYER; STAELS, 2010), além das propriedades 

anti-inflamatórias de ambos proporcionariam vantagens terapêuticas. Entretanto, a 

possibilidade de somatório de efeitos adversos não pode ser descartada. Segundo Balakumar 

et al. (2007), a opção terapêutica mais apropriada seriam fármacos com atividades agonistas 

equilibradas para PPARα/γ, para evitar efeitos deletérios pela ativação suprafisiológica de 

ambos os receptores (figura 1) (BALAKUMAR et al., 2007). Por outro lado, a utilização de 

pan-agonistas (PPARα/β/δ/γ) também tem sido proposta em alguns estudos. A ativação 

simultânea de PPARα e PPARβ/δ contribuiria positivamente para contrabalancear o ganho de 

peso proporcionado pelo agonismo de PPARγ, uma vez que já foi observado que a ativação 
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seletiva de PPARα (GUERRE-MILLO et al., 2000;  MANCINI et al., 2001) ou de  PPARβ/δ 

(WANG et al., 2003) pode diminuir a adiposidade em modelos experimentais de obesidade. 

Portanto, a expectativa é que o uso de pan-agonistas resultaria na manutenção dos efeitos 

hipoglicemiantes e hipolipemiantes característicos, respectivamente, de agonistas de PPARγ e 

PPARα, mantendo ou diminuindo o peso corporal, em consequência do agonismo de 

PPARβ/δ (HARRINGTON et al., 2007). 

 

 

Figura 1: Sinergismo de ações benéficas promovidas por agonistas duais de PPARα/γ 
(BALAKUMAR et al., 2007). 
 

Outra abordagem seria o conceito de moduladores seletivos de PPAR, que tem o 

objetivo de gerar agonistas com um perfil terapêutico específico. Segundo essa estratégia, o 

agonista, ao interagir com o PPAR, induz uma mudança específica na conformação do 

receptor, resultando em recrutamento de coativadores e em regulação transcricional gene-

específica diferentes (figura 2). Desta forma, modificações estruturais em agonistas de PPAR 

podem gerar alterações significativas em suas atividades biológicas, permitindo identificar 

moléculas com menos efeitos adversos, mas que preservem ou potencializem os efeitos 

terapêuticos (LALLOYER; STAELS, 2010). 
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Figura 2: Modulação seletiva de PPAR. Cada ligante de PPARγ provoca mudanças conformacionais 
únicas, gerando diferentes padrões de expressão gênica (OLEFSKY; SALTIEL, 2000).  

 

Trabalhos desenvolvidos no Laboratório de Planejamento e Síntese de Fármacos 

(LPSF), filiado ao Grupo de Pesquisa em Inovação Terapêutica (GPIT) 

(http://www.ufpe.br/gpit) têm explorado como "scafold" o anel tiazolidínico como novas 

entidades químicas com potencial atividade biológica (MOURAO et al., 2005). A base para o 

desenvolvimento de novas moléculas tiazolidínicas dicarboniladas e compostos análogos 

bioisósteros como potenciais ligantes tem sido defendida pela sua estrutura heterocíclica 

contendo carbonilas exocíclicas e átomos de enxofre e nitrogênio que fazem parte do núcleo 

pentagonal. As TZDs podem interagir com estruturas moleculares nucleofílicas e eletrofílicas 

de biomacromoléculas (alvo terapêutico) e, do ponto de vista reacional, apresentam grande 

reatividade. Também podem ser alquiladas na posição 3 com haletos de alquila ou arila tanto 

em solventes próticos ou apróticos. Possuem, ainda, um grupamento metileno ativo que pode 

ser condensado com cetonas ou aldeídos aromáticos. Pela substituição dos átomos de 

oxigênio da tiazolidino-2,4-diona por enxofre, três tio-derivados da tiazolidinodiona são 

teoricamente possíveis: 2-tioxo-tiazolidino-4-ona; 4-tioxo-tiazolidino-2-ona; e a tiazolidino-

2,4-ditiona. Para avaliar a afinidade das TZDs por reagentes orgânicos e biomacromoléculas, 

foram feitas modificações em sua estrutura química visando derivatizações comportando 

diversos substituintes, de modo a obter espaços químicos facilitadores de interações 

intermoleculares com sistemas biológicos. Para tanto, o LPSF desenvolve vias de obtenção de 
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novas TZDs bioativas, o que culminou com a construção de uma importante coleção de 

moléculas bioativas. Atualmente, esta biblioteca conta com mais de 400 TZDs quimicamente 

definidas.  

O Laboratório de Bioquímica Clínica da USP coordenado pela Profa Dra Dulcineia 

S.P. Abdalla, em colaboração com o Prof. Dr. Ivan da Rocha Pitta do LPSF da UFPE, tem 

explorado nos últimos anos as propriedades farmacológicas de novos derivados de TZDs. 

Resultados promissores têm sido encontrados pelo nosso grupo de pesquisa. Em trabalho 

prévio, foi demonstrado que o derivado SF-23 tem propriedades antioxidantes superiores ao 

da Rosiglitazona, bem como propriedades anti-inflamatórias (FAINE et al., 2011). Os novos 

derivados LYSO-7, GQ-145 e GQ-177 inibem a progressão de lesões ateroscleróticas em 

camundongos knockout para o gene do receptor de LDL submetidos a uma dieta 

hipercolesterolêmica (CÉSAR, 2013). Além disso, propriedades anti-inflamatórias similares 

às da Rosiglitazona são observadas com esses compostos em cultura de macrófagos murinos e 

células endoteliais HUVEC. 

Neste estudo, investigamos os efeitos de novos derivados de TZDs sobre o processo de 

diferenciação celular de pré-adipócitos murinos e humanos, assim como de pré-osteoblastos 

murinos. Adicionalmente, avaliamos a via de sinalização de Wnt no contexto da diferenciação 

celular. Investigamos se os compostos apresentam efeitos sensibilizadores de insulina em 

adipócitos murinos e o papel das adipocinas, de mediadores pró-inflamatórios e da via de 

sinalização de AMPK nesse processo, utilizando ambas as linhagens murina e humana de 

adipócitos e macrófagos de linhagem humana.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 Tecido adiposo, inflamação e PPAR: implicações na obesidade 
 

 

O tecido adiposo é o principal reservatório energético do organismo. Os adipócitos são 

as únicas células especializadas no armazenamento de lipídios na forma de triacilglicerol em 

seu citoplasma, sem que isto seja nocivo para sua integridade funcional. Essas células 

possuem todas as enzimas e proteínas reguladoras necessárias para sintetizar ácidos graxos 

(lipogênese) e estocar triacilglicerol em períodos em que a oferta de nutrientes é abundante, e 

para mobilizá-los por meio da lipólise quando há deficiência calórica. Desse modo, a 

regulação desses processos ocorre por meio de nutrientes e sinais aferentes dos tradicionais 

sistemas neurais e hormonais, e depende das necessidades energéticas do indivíduo (AHIMA; 

FLIER, 2000). 

Em mamíferos, existem dois tipos de tecido adiposo, o branco e o marrom. Este último 

tecido é composto por adipócitos menores em tamanho, com múltiplas gotículas de gordura e 

um número maior de mitocôndrias. Essas células são especializadas em gerar calor, 

predominantemente pela oxidação de ácidos graxos e participam da regulação da temperatura 

corporal. Em fetos e recém-nacidos estão localizados na região intraescapular, enquanto que 

em adultos distribui-se nas regiões supraclavicular, suprarrenal e cervical (CANNON; 

NEDERGAARD, 2004).  

Por outro lado, os adipócitos do tecido adiposo branco são células maiores em 

tamanho, com poucas mitocôndrias e uma gota única de gordura e desempenham funções 

mais abrangentes que o tecido adiposo marrom. Uma vez que constituem depósitos 

localizados em diversas regiões do organismo, envolvem ou estão infiltrados em órgãos e 

estruturas internas, o tecido adiposo branco pode oferecer proteção mecânica contra choques e 

traumatismos externos, permitindo um deslizamento adequado entre vísceras e feixes 

musculares, sem comprometer a integridade e funcionalidade dos mesmos. Além disso, pela 

distribuição mais abrangente, que inclui a derme e o tecido subcutâneo, constitui um excelente 

isolante térmico, desempenhando um importante papel também na manutenção da 

temperatura corporal (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).    
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O tecido adiposo foi considerado por muitos anos um órgão passivo, cuja única função 

seria o armazenamento energético. No entanto, com a descoberta recente de uma variedade de 

compostos bioativos, denominados adipocinas, os quais são produzidos e secretados pelo 

tecido adiposo, a função endócrina deste tecido começou a ser reconhecida. Até o momento, 

mais de uma centena de adipocinas já foram identificadas, incluindo ácidos graxos, 

prostaglandinas e esteroides, assim como proteínas complexas (FISCHER-POSOVSZKY et 

al., 2007).  

As adipocinas podem exercer funções locais ou atuar em regiões distantes de onde 

foram produzidas. Elas estabelecem uma rede de comunicações com outros tecidos e órgãos 

tais como músculo esquelético, córtex adrenal, cérebro e sistema nervoso simpático, 

contribuindo para efeitos fisiológicos como o controle do apetite, balanço energético, 

metabolismo lipídico, modulação da imunidade, sensibilidade à insulina, angiogênese, 

pressão arterial e homeostase, conforme descrito resumidamente na tabela 1 (FONSECA-

ALANIZ et al., 2006;  RONTI; LUPATTELLI; MANNARINO, 2006). 

As adipocinas estão envolvidas também em condições patológicas, como ocorre na 

obesidade. De fato, o acúmulo de gordura, particularmente visceral, induz alterações no perfil 

de produção e secreção de adipocinas que são observadas nesta condição e acompanhadas por 

anormalidades metabólicas como resistência à insulina, hipertensão e dislipidemia, as quais 

caracterizam a síndrome metabólica. Entre as diversas adipocinas secretadas pelo tecido 

adiposo, destacam-se a leptina, a adiponectina, a adipsina, a resistina, o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), o inibidor 1 do ativador de plasminogênio (PAI-1), o fator 1 de 

crescimento insulina-símile (IGF-1), a proteína 1 quimioatrativa de macrófagos (CCL2/MCP-

1) e a visfatina (QUEIROZ et al., 2009). Com exceção quase que única da adiponectina, a 

produção e a secreção desses diversos fatores se intensificam com a obesidade (FRUHBECK 

et al., 2001), sendo muitos deles, como o TNF-α, a resistina, o PAI-1, a interleucina 6 (IL-6) e 

o CCL2/MCP-1, diretamente associados à indução de resistência à insulina, à 

hipercoagulabilidade e à aterogênese.  Por sua vez, esses processos podem gerar hipertensão, 

agravamento de estados pró-inflamatórios e aumentar o risco de eventos cardiovasculares e 

acidentes tromboembólicos (HAUNER, 2004). Além disso, a diminuição na secreção de 

adiponectina pode contribuir também para este quadro, pois esta adipocina possui não 

somente atividade sensibilizadora de insulina como também exerce efeitos anti-inflamatórios 

(GIL-CAMPOS; CANETE; GIL, 2004). Assim, este perfil de adipocinas, predominantemente 

pró-inflamatório em conjunto com baixas concentrações de adiponectina, correlaciona-se 
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fortemente com a síndrome metabólica e é considerado um fator de risco para o 

desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 e doenças cardiovasculares (FERNANDEZ-

REAL; RICART, 2003).  

 

Tabela 1: Adipocinas e seus efeitos biológicos. 

Adipocinas  Efeitos biológicos 

Adiponectina 
Aumenta a sensibilidade à insulina, tem ação anti-inflamatória e atenua a 

progressão da aterosclerose. 

Leptina 

Sinaliza o sistema nervoso central sobre os estoques corporais de energia 

(sinal de saciedade), inibe a lipogênese, estimula a lipólise, melhora a 

sensibilidade à insulina e tem efeito angiogênico. 

IL-6 

Pró-inflamatório, lipolítico, reduz a sensibilidade à insulina, inibe a 

gliconeogênese, aumenta a síntese hepática de novo de ácidos graxos e 

colesterol. 

PAI-1 Inibe a ativação do plasminogênio, inibindo a fibrinólise. 

Adipsina 
Ativa a via alternativa do complemento, estimula o estoque de 

triacilgliceróis no tecido adiposo e inibe a lipólise. 

TNFα 
Lipolítico, aumenta o consumo energético, inibe a síntese de adiponectina e 

reduz a sensibilidade à insulina. 

Resistina Aumenta a resistência à insulina.  

Angiotensinogênio Precursor da angiotensina II, está envolvido na regulação da pressão arterial. 

IGF-1 Estimula a proliferação e diferenciação de adipócitos. 

CCL2/MCP-1 Infiltração de macrófagos e induz resistência à insulina. 

Visfatina 
Insulinomimético produzido predominantemente pelo tecido adiposo 

visceral. 

Estrógenos 
Produzidos pela ação da aromatase, corresponde à principal fonte 

estrogênica em homens e em mulheres após a menopausa. 

Glicocorticoides 
Pela ação da enzima 11-hidroxiesteroide desidrogenase, gera cortisol a 

partir de cortisona. 

 

 

Atualmente, considera-se que as alterações metabólicas associadas à obesidade e suas 

complicações sejam decorrentes de um tipo específico de obesidade, denominada obesidade 

hipertrófica. No adulto, a expansão do tecido adiposo pode ocorrer pelo aumento do tamanho 

dos adipócitos preexistentes (hipertrofia), pelo aumento do número de adipócitos a partir de 

células precursoras, como pré-adipócitos e células tronco mesenquimais (hiperplasia), ou por 
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ambos os processos (SPALDING et al., 2008). A obesidade hiperplásica não está relacionada 

com anormalidades metabólicas, possivelmente porque neste tipo de obesidade há predomínio 

de adipócitos jovens e pequenos, os quais possuem grande capacidade de produção de 

adiponectina e baixa produção de adipocinas pró-inflamatórias. Entretanto, à medida que os 

adipócitos vão se tornando hipertróficos pelo aumento dos depósitos de triacilgliceróis, estas 

células passam a produzir grandes quantidades de adipocinas pró-inflamatórias, e apresentam 

uma capacidade limitada de produção de adiponectina (QUEIROZ et al., 2009). Este quadro 

inflamatório pode ser agravado pela infiltração de macrófagos no tecido adiposo. De fato, o 

predomínio de adipócitos hipertróficos reduz o fluxo sanguíneo e, em última instância, induz 

hipóxia, bem como inflamação e recrutamento de macrófagos (GOOSSENS, 2008).  

Os macrófagos, por sua vez, produzem uma variedade de citocinas pró-inflamatórias 

como TNFα, CCL2/MCP-1 e IL-6. Além disso, as citocinas produzidas pelos macrófagos 

estimulam a produção de adipocinas pró-inflamatórias (FLOWER et al., 2003) e o 

recrutamento de mais macrófagos para o tecido adiposo (SARTIPY; LOSKUTOFF, 2003), 

amplificando ainda mais a inflamação neste tecido, com reflexos sistêmicos. Sendo assim, em 

virtude da disfunção metabólica observada na obesidade estar fortemente associada com a 

inflamação, a obesidade tem sido classificada como uma doença inflamatória crônica. 

 A obesidade hipertrófica também provoca mudanças estruturais e metabólicas em 

outros órgãos além do tecido adiposo (STIENSTRA et al., 2007). Citocinas produzidas pelo 

tecido adiposo inflamado inibem a adipogênese e a capacidade de armazenar triacilgliceróis, 

provavelmente por estimularem a via de sinalização Wnt (GUSTAFSON; SMITH, 2006), o 

que pode justificar a ocorrência de acúmulo ectópico de lipídios em músculo esquelético, 

fígado e pâncreas. O grau de infiltração de lipídios nestes tecidos correlaciona-se fortemente 

com a resistência à insulina observada em obesos (YKI-JARVINEN, 2002). Corroborando 

estes achados, foi observado que o aumento de CCL2/MCP-1 produzido por adipócitos pode 

favorecer a esteatose hepática em obesos, uma vez que esta adipocina parece estimular o 

estoque hepático de triacilgliceróis (KANDA et al., 2006). Além disso, a ativação crônica do 

NF-kB  por adipocinas pró-inflamatórias induz um estado de inflamação no fígado, 

caracterizado por produção de proteínas de fase aguda e infiltração de macrófagos, que 

contribui para o desenvolvimento de resistência à insulina naquele órgão (ARKAN et al., 

2005;  CAI et al., 2005).  

Por causa das comorbidades que acarreta, em conjunto com a elevada prevalência 

mundial, a obesidade tem sido considerada um sério problema de saúde pública em muitos 
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países. Portanto, terapias mais eficazes para prevenir o surgimento de doenças relacionadas à 

obesidade como o diabetes, a aterosclerose e as doenças cardiovasculares são necessárias. 

Nesse sentido, fármacos que atuam nos PPAR têm despertado bastante interesse, já que estes 

receptores estão envolvidos na regulação da inflamação e do metabolismo energético, sendo 

capazes de amenizar as alterações metabólicas causadas pela obesidade, bem como prevenir 

suas complicações. Como esquematizado na figura 3, a principal função dos agonistas de 

PPAR consiste em diminuir a inflamação do tecido adiposo, fígado e da parede vascular 

(STIENSTRA et al., 2007). A tabela 2 relaciona as principais características dos subtipos de 

PPAR, com ênfase na obesidade e suas complicações. 

 

Figura 3: Função central de PPAR na inflamação induzida pela obesidade. A obesidade visceral e o 
fígado gorduroso estimulam a inflamação no tecido adiposo e no fígado pelo aumento de infiltração 
macrofágica nestes tecidos, resultando em produção aumentada de citocinas pró-inflamatórias. Pela 
inibição da expressão de genes pró-inflamatórios no fígado, no tecido adiposo e na parede vascular, 
PPAR exercem suas funções protetoras na obesidade, evitando sua progressão e complicações 
(STIENSTRA et al., 2007). 
 

 

Atualmente, existem duas classes de agonistas de PPAR em uso clínico, as TZDs 

(agonistas de PPARγ) e os fibratos (agonistas de PPARα), que são utilizados, 

respectivamente, no tratamento da resistência à insulina e da dislipidemia. Apesar da 

eficiência que apresentam no controle das doenças para as quais são indicados, problemas 

com relação à segurança e a ocorrência de efeitos adversos têm estimulado a pesquisa por 

novos agonistas de PPAR. Nesse contexto, têm sido propostos os conceitos de agonistas duais 

(α/γ) ou pan-agonistas de PPAR (α/β/δ/γ) bem como de moduladores seletivos de PPAR, 
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visando obter novos fármacos que apresentem menos efeitos adversos, mas que preservem ou 

potencializem os efeitos terapêuticos. 

 

Tabela 2: Distribuição tecidual, agonistas e funções biológicas de PPAR. 

 PPARα PPARβ/δ PPARγ 

Distribuição 
tecidual 

Fígado, tecido adiposo, 
músculo esquelético, 
coração, monócitos, 
macrófagos e linfócitos 
(MANDARD; 
MULLER; KERSTEN, 
2004) 

Onipresente (PETERS 
et al., 2000) 

Tecido adiposo (γ1 e 
γ2), músculo 
esquelético, cólon, 
pulmões e macrófagos 
(γ1) (LAZAR, 2005); 
Células estromais de 
medula óssea (GIMBLE 
et al., 1996), 
osteoblastos (JEON et 
al., 2003), precursores 
de osteoclastos 
(MBALAVIELE et al., 
2000). 

Agonistas naturais 

Ácidos graxos 
insaturados e 
eicosanoides 
(MANDARD et al., 
2004) 

Ácidos graxos 
saturados, poli-
insaturados e 
eicosanoides 
(LALLOYER; 
STAELS, 2010) 

Ácidos graxos 
insaturados e 
eicosanoides (LEHRKE; 
LAZAR, 2005) 

Agonistas sintéticos 

Hipolipemiantes da 
classe dos fibratos 
(LALLOYER; 
STAELS, 2010) 

Derivados do ácido 
fenoxiacético 
(SZNAIDMAN et al., 
2003) 

Hipoglicemiantes da 
classe das TZDs 
(LALLOYER; 
STAELS, 2010) 

Efeitos biológicos 

 
Aumenta a oxidação de 
ácidos graxos 
(MANDARD et al., 
2004), aumenta a 
concentração sérica de 
HDL-colesterol e 
diminui a de 
triacilgliceróis (STAELS 
et al., 1998); 
Efeito hipoglicemiante 
(JONES et al., 1990); 
Efeitos anti-
inflamatórios 
(DELERIVE et al., 
1999) e antiaterogênicos 
(LI et al., 2004); 
Diminui a hipertrofia do 
tecido adiposo 
(STIENSTRA et al., 
2007). 
 

Efeitos anti-
inflamatórios e 
antiaterogênicos 
(GRAHAM et al., 
2005). 
Diminui a adiposidade 
(WANG et al., 2003), 
melhora o 
metabolismo da 
glicose e a 
sensibilidade à 
insulina (LEE et al., 
2006), aumenta a 
oxidação de ácidos 
graxos (QIN et al., 
2008). 

Promove a adipogênese, 
possui efeitos anti-
inflamatórios, 
antiaterogênicos e 
sensibilizadores de 
insulina (TONTONOZ; 
SPIEGELMAN, 2008); 
Aumenta a concentração 
sérica de HDL-
colesterol (SZAPARY et 
al., 2006), diminui a de 
triacilgliceróis (YKI-
JARVINEN, 2004) e de 
ácidos graxos livres 
(MAGGS et al., 1998). 
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2.2 Tiazolidinodionas  

 

 

TZDs, também denominadas glitazonas, são agentes sensibilizadores de insulina 

amplamente prescritos no tratamento do diabetes mellitus tipo 2 como monoterapia ou em 

associação com outros antidiabéticos, como sulfonilureias, metformina, insulina ou inibidores 

de glicosidase (LALLOYER; STAELS, 2010). Estima-se que as TZDs correspondam a mais 

de 20% dos hipoglicemiantes orais em uso nos Estados Unidos (YKI-JARVINEN, 2005), 

sendo que existe a previsão que este número aumente em virtude das vantagens que esta nova 

classe de antidiabéticos apresenta em relação aos demais, como o controle glicêmico por 

período mais prolongado (KAHN et al., 2006) e outras propriedades terapêuticas além da ação 

hipoglicemiante, como as ações anti-inflamatórias e antiaterogênicas, bem como a melhora de 

alguns parâmetros da dislipidemia, incluindo a diminuição de triacilgliceróis (YKI-

JARVINEN, 2004) e o aumento de HDL-colesterol (SZAPARY et al., 2006).  

 Desde a sua descoberta na década de 80, as TZDs têm sido consideradas fármacos 

promissores no tratamento do diabetes, inicialmente pela identificação de seus efeitos 

hipoglicemiantes (LALLOYER; STAELS, 2010). A Troglitazona (Rezulin®) foi a primeira 

TZD aprovada para uso clínico, mas foi retirada do mercado no ano 2000 por provocar 

toxicidade hepática (BAILEY, 2000). A partir de então, foi dada maior atenção para a 

segurança de novos agonistas de PPARγ. No mesmo período, dois novos membros desta 

classe, a Pioglitazona (Actos®) e a Rosiglitazona (Avandia®), foram introduzidos no mercado 

global. Apesar de seus efeitos benéficos para o controle do diabetes e de suas complicações, 

alguns efeitos adversos têm sido associados ao uso prolongado destes fármacos, incluindo 

aumento de fraturas ósseas (GREY, 2009) e ganho de peso pela formação de edema e pelo 

aumento da adiposidade (FONSECA, 2003). Por essa razão, estes fármacos têm sido 

utilizados com restrições por pacientes com maior risco de fraturas ósseas, como mulheres na 

menopausa e indivíduos com histórico familiar de fraturas. Em 2010, o uso da Rosiglitazona 

foi suspenso em alguns países europeus e no Brasil (BRASIL, 2010) e restrito nos Estados 

Unidos pela forte associação de seu uso com eventos cardiovasculares, como o infarto do 

miocárdio (HOME, 2011) e maior risco de câncer de bexiga (MAMTANI et al., 2012). 

Atualmente, apenas a Pioglitazona continua em uso no Brasil e na Europa. 

 Diante desse quadro, faz-se necessário o desenvolvimento de novos fármacos da classe 

das TZDs, visando obter compostos mais seguros, que preservem os efeitos terapêuticos 
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esperados. Após o risco cardiovascular, a perda óssea e o ganho de peso são os principais 

efeitos adversos que limitam o uso das TZDs, principalmente em pacientes mais propensos a 

fraturas. Existem evidências de que a perda óssea seja consequência do aumento da 

adipogênese na medula óssea, em detrimento da osteogênese. Por essa razão, neste estudo 

investigamos os efeitos de novos derivados de TZDs sobre a osteogênese e adipogênese in 

vitro, com o objetivo de identificar possíveis candidatos a fármacos com menor potencial 

antiosteoblástico e adipogênico. 

 A seguir, é apresentada uma breve revisão sobre o mecanismo de ação das TZDs via 

ativação de PPARγ, seus efeitos terapêuticos, assim como os deletérios, com ênfase na perda 

óssea e na adipogênese. 

 

 

2.2.1  PPARγ γ γ γ como receptor biológico das TZDs 
 

 

As TZDs exercem suas ações sensibilizadoras de insulina pelo agonismo em PPARγ, 

um membro da família de fatores de transcrição PPAR, subgrupo da superfamília de 

receptores nucleares. Por sua vez, outros efeitos terapêuticos das TZDs, tais como 

propriedades anti-inflamatórias e antiaterogênicas também parecem ser mediados pela 

ativação de PPARγ, direta ou indiretamente (TONTONOZ; SPIEGELMAN, 2008). 

Duas isoformas de PPARγ são descritas, PPAR γ1 e PPAR γ2. Enquanto a isoforma 

PPAR γ2 é expressa exclusivamente em adipócitos, a expressão da isoforma PPARγ1 é 

relatada como sendo predominante no tecido adiposo, embora também tenha sido observada 

em outros tecidos incluindo cólon, retina, baço, osteoblastos e células hematopoiéticas 

(ROSEN et al., 1999;  SHAO; LAZAR, 1997;  TONTONOZ et al., 1994). Assim como outros 

membros da família de receptores nucleares PPAR, PPAR γ forma um heterodímero com o 

receptor retinoide X (RXR). A proteína PPAR γ possui domínios que são encontrados em 

aproximadamente todos os receptores nucleares (figura 4). O acoplamento da TZDs ao 

domínio de ligação ao ligante (LBD) libera repressores, expondo o sítio ativo para a ligação 

do heterodímero de PPARγ-RXR a sequências específicas do DNA, localizadas na região 

promotora de genes-alvos, conhecidas como elementos responsivos ao PPAR (PPRE). Desse 

modo, a presença da TZDs provoca mudanças conformacionais por meio do recrutamento de 

um complexo de coativadores, que acetila histonas, levando a uma conformação mais aberta e 
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ativa do nucleossomo, facilitando assim a atividade transcricional de genes específicos (figura 

5). PPRE têm sido encontrados em regiões regulatórias de inúmeros genes envolvidos no 

metabolismo lipídico e no balanço energético (REGINATO; LAZAR, 1999). 

 

 

Figura 4: Estrutura do domínio de PPAR γ. A proteína do PPAR γ2 contém 30 aminoácidos 
adicionais na região N-terminal, quando comparado com PPAR γ1. As posições do sítio de 
fosforilação S112, domínio de ligação ao DNA (DBD), domínio de ligação ao ligante (LBD) e o sítio 
de ativação transcricional dependente de ligante (AF2) estão apresentados na figura. P: sítio de 
fosforilação; os números correspondem à posição dos aminoácidos. (TONTONOZ; SPIEGELMAN, 
2008). 
 

 

 

Figura 5: Mecanismo de ativação de PPARγ por TZDs. PPARγ liga-se a sequências específicas de 
DNA em genes-alvos como um heterodímero com RXR. TZDs e/ou ligantes de RXR, como o ácido 9-
cisretinoico, recrutam coativadores para o gene alvo, resultando em aumento de transcrição pela 
atividade de histona acetilase ou por interações com a maquinaria de transcrição basal. CBP: proteína 
ligante de CREB; CREB: proteína ligante do elemento de resposta de AMP cíclico; P/CAF: fator 
associado a p300/CBP; SRC1: coativador de receptor de esteroide; TAF: fator associado à TBP; TBP: 
proteína ligante de TATA (REGINATO; LAZAR, 1999). 
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2.2.2 Efeitos benéficos das TZDs sobre a resistência à insulina, inflamação e 

aterosclerose 

 

 

As TZDs são compostos que apresentam importante ação potencializadora sobre a 

resposta de tecidos insulino-sensíveis. Por esse motivo, têm grande potencial de emprego na 

prática clínica para o tratamento de diabetes mellitus tipo 2 e de diversas morbidades que 

cursam com quadro importante de resistência à insulina, como obesidade, síndrome 

metabólica e doenças cardiovasculares  (SPIEGELMAN, 1998;  SUGII et al., 2009;  

TAKADA, J. et al., 2007). 

 Apesar dos mecanismos moleculares pelos quais as TZDs exercem seus efeitos 

terapêuticos não estarem completamente elucidados, existem evidências de que o tecido 

adiposo é o principal órgão envolvido (LALLOYER; STAELS, 2010). O diabetes mellitus 

tipo 2 está relacionado com concentrações plasmáticas elevadas de ácidos graxos livres e 

depósitos de lipídios em outros tecidos além do adiposo, como fígado e músculo esquelético. 

Este acúmulo ectópico de lipídios está altamente associado à resistência periférica à insulina 

em pacientes (YKI-JARVINEN, 2002). De fato, a ativação de PPARγ promove adipogênese 

e, consequentemente, leva a uma redistribuição de gordura, aumentando a capacidade de 

estoque de triacilgliceróis no tecido adiposo, antes comprometida pela obesidade hipertrófica, 

diminuindo consequentemente o acúmulo ectópico de lipídios e a resistência à insulina. 

Coerente com essa hipótese, as TZDs diminuem a concentração plasmática de ácidos graxos 

livres pelo aumento de sua captação e oxidação nos adipócitos (BODEN et al., 2005). Além 

disso, as TZDs causam um aumento preferencial do tecido adiposo subcutâneo, 

provavelmente pela maior expressão de PPARγ neste tecido, com menor efeito sobre o 

visceral (LEFEBVRE et al., 1998). Esta redistribuição de gordura é acompanhada por 

aumento da sensibilidade à insulina e pode ser explicada pelo remodelamento do tecido 

adiposo, caracterizado pela diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos pequenos no tecido 

adiposo subcutâneo e apoptose de adipócitos hipertróficos no tecido adiposo visceral e 

subcutâneo (CAREY et al., 2002;  MIYAZAKI et al., 2002;  OKUNO et al., 1998). O 

aumento do número de adipócitos pequenos no tecido adiposo subcutâneo também pode 

ocorrer pelo aumento na proliferação de células maduras, o que foi demonstrado por Kajita et 

al. (2012) (KAJITA et al., 2012). 
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Além da maior capacidade de estoque de triacilgliceróis no tecido adiposo, evitando 

dessa forma o depósito ectópico, outra característica dos adipócitos jovens e pequenos 

gerados pelo processo de adipogênese é a modificação do perfil de secreção de adipocinas. Há 

diminuição de adipocinas pró-inflamatórias e de resistina, que estão fortemente associadas 

com resistência à insulina, e aumento de adiponectina, uma adipocina que é considerada um 

sensibilizador endógeno de insulina. A diminuição da inflamação do tecido adiposo tem 

reflexos positivos no metabolismo de glicose, como o aumento da captação de glicose pelo 

músculo esquelético e a supressão da gliconeogênese hepática. Também há diminuição do 

infiltrado de macrófagos no tecido adiposo, com predominância de macrófagos do subtipo M2 

(anti-inflamatório), o que contribui ainda mais para o efeito anti-inflamatório das TZDs 

(figura 6). 

 

Figura 6: Papel central da modulação da inflamação no tecido adiposo pelas TZDs para os seus 
efeitos sobre o metabolismo lipídico e de glicose (TONTONOZ; SPIEGELMAN, 2008). 

 

Outro efeito terapêutico atribuído às TZDs é a prevenção da aterosclerose. Efeitos 

anti-inflamatórios diretos sobre a parede vascular e sobre componentes da placa 

aterosclerótica podem explicar as propriedades antiaterogênicas das TZDs em modelos 

animais e in vitro. Estudos têm demonstrado que as TZDs inibem a expressão de moléculas de 

adesão em células endoteliais (PASCERI et al., 2000), assim como a proliferação de células 

musculares lisas da parede vascular (LAW et al., 2000) e a formação de células espumosas, 

diminuindo o número e o tamanho de lesões ateroscleróticas (LI et al., 2004). As TZDs 

reduzem a formação de espécies reativas de oxigênio em cultura de células endoteliais, 

resultante de altas concentrações de glicose (FUJISAWA et al., 2009), induzem a formação de 

óxido nítrico (CHO et al., 2004) e apresentam efeitos anti-inflamatórios, diminuindo TNFα, 

proteína C reativa, CCL2/MCP-1 e metaloprotease de matriz-9 (MOHANTY et al., 2004). 

Efeitos inibitórios na migração e proliferação celular, eventos importantes que contribuem 
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para a aterosclerose (LAW et al., 2000), bem como a inibição da expressão de VCAM-1 em 

células endoteliais (MEHTA et al., 2003), também foram demonstrados com diversas TZDs. 

Algumas TZDs também demonstram efeitos independentes da ativação de PPARγ. De 

modo importante, as TZDs atenuam a resposta pressora a norepinefrina e angiotensina II, 

prevenindo o desenvolvimento de hipertensão, por mecanismos independentes de PPARγ  

(GILES; SANDER, 2007;  ZHANG, B. B. et al., 1993). Esse efeito foi explorado por diversos 

trabalhos que caracterizam um efeito anti-hipertensivo em modelos animais e pacientes. 

Adicionalmente, a Rosiglitazona e a Pioglitazona apresentaram propriedades antiangiogênicas 

em modelos in vitro e in vivo nas concentrações encontradas no plasma humano após o 

tratamento com esses fármacos (ALJADA et al., 2008;  PANIGRAHY et al., 2002;  VIJAY et 

al., 2009).  

A ativação da via de sinalização de AMPK também tem sido proposta como um dos 

mecanismos pelos quais as TZDs exercem seus efeitos terapêuticos de modo independente de 

PPARγ. Fryer et al (2002) demonstraram que a Rosiglitazona aumenta a relação AMP/ATP 

em cultura primária de células musculares esqueléticas de camundongos, ocasionando a 

ativação de AMPK (FRYER; PARBU-PATEL; CARLING, 2002). Este efeito também foi 

observado em tecido adiposo e hepático de ratos tratados com Troglitazona ou Pioglitazona 

(LEBRASSEUR et al., 2006) e em pacientes diabéticos tratados com Pioglitazona 

(COLETTA et al., 2009). A ativação da via de sinalização de AMPK regula o metabolismo de 

glicose e lipídios, o processo inflamatório, a proliferação celular e a função mitocondrial, 

sendo sugerida como um possível alvo terapêutico das TZDs. 

Os estudos citados acima propõem diferentes mecanismos das TZDs, dependentes e 

independentes de PPARγ, que explicam os efeitos benéficos observados em quadros de 

resistência à insulina, síndrome metabólica e diabetes mellitus tipo 2. Adicionalmente, 

sugerem que as TZDs podem apresentar efeitos protetores contra doenças cardiovasculares 

por apresentarem atividade antiaterogênica. Entretanto, em um estudo realizado em 

camundongos diabéticos, o tratamento com Rosiglitazona causou sinais precoces de 

cardiomiopatia hipertrófica (HEMMERYCKX et al., 2013). Em pacientes, a utilização de 

Rosiglitazona por período prolongado tem sido associada com aumento de eventos 

cardiovasculares, como falência cardíaca, infarto do miocárdio (HOME, 2011) e maior risco 

de câncer de bexiga (MAMTANI et al., 2012). Portanto, mais estudos são necessários para a 

compreensão das consequências da ativação prolongada de PPARγ (TONTONOZ; 

SPIEGELMAN, 2008). 



 

 

                                                                                                                                                
                                                                                                                                                 37 
 
 

2.2.3 Efeitos deletérios das TZDs: ganho de peso e perda óssea 

 
A obesidade é uma condição que determina o desenvolvimento de resistência à 

insulina, portanto a perda de peso constitui uma medida preventiva importante para as 

complicações do diabetes. Entretanto, paradoxalmente, a maioria dos medicamentos 

utilizados no tratamento do diabetes causa ganho de peso. Os principais mecanismos 

propostos para este efeito são descritos na tabela 3 (FONSECA, 2003). 

 

Tabela 3: Principais mecanismos de ganho de peso com o uso de antidiabéticos. 

Eliminação do estado catabólico 

Retenção de calorias pela eliminação da glicosúria  

Estimulação do apetite pela hipoglicemia 

Inibição da lipólise pela insulina (endógena ou exógena) 

Estimulação da lipogênese pela insulina (endógena ou exógena)  

Aumento da adipogênese (agonistas de PPARγ) 

Retenção de fluido e edema 

  

Com relação às TZDs, o principal mecanismo de ganho de peso consiste no aumento 

de adipogênese, predominantemente no tecido adiposo subcutâneo. Entretanto, também 

existem outras causas possíveis de ganho de peso com o uso prolongado destes fármacos 

(tabela 4) (FONSECA, 2003). Pacientes que utilizam TZDs apresentam edema, o que pode 

contribuir para o ganho de peso. Embora a causa exata da retenção de fluidos pelo uso de 

TZDs não esteja clara, alguns mecanismos têm sido propostos, como a estimulação da 

reabsorção de sódio nos túbulos renais (MUTO et al., 2001), o aumento da atividade do 

sistema nervoso simpático (YOSHIMOTO et al., 1997) e a alteração do transporte intersticial 

de íons (HOSOKAWA et al., 1999). Outro exemplo é a diminuição da concentração 

plasmática de leptina, provavelmente pela inibição de sua síntese no tecido adiposo, que é 

acompanhada por aumento de apetite (SHIMIZU et al., 1998).  

 

Tabela 4: Possíveis causas de ganho de peso com o uso de TZDs. 

Aumento da adipogênese 

Estimulação do apetite pela hipoglicemia e diminuição de leptina 

Retenção de calorias pela eliminação da glicosúria 

Retenção de fluidos 
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O efeito adipogênico das TZDs é resultado do agonismo em PPARγ, um importante 

fator de transcrição adipogênico. Apesar do ganho de massa adiposa ser um efeito indesejável 

em pacientes diabéticos que utilizam TZDs, ele tem efeitos benéficos por favorecer a 

hiperplasia do tecido adiposo subcutâneo, evitando o acúmulo ectópico de lipídios e a 

inflamação, que em conjunto contribuem para as ações sensibilizadoras de insulina atribuídas 

a esses fármacos (SMITH; HAMMARSTEDT, 2010). Entretanto, o aumento de adipogênese 

na medula óssea tem sido relacionado a efeitos deletérios para o esqueleto (GREY, 2008). 

Considerando que PPARγ é expresso em células da medula óssea, como células 

estromais, osteoblastos e precursores de osteoclastos, é possível que a ativação deste receptor 

por TZDs seja responsável, direta ou indiretamente, pela perda óssea observada em pacientes 

diabéticos. Resultados conflitantes têm sido encontrados com relação ao papel de PPARγ para 

o desenvolvimento e para a função de osteoclastos, células responsáveis pela reabsorção 

óssea. Alguns estudos in vitro mostram que as TZDs inibem a osteoclastogênese (CHAN et 

al., 2007;  MBALAVIELE et al., 2000;  OKAZAKI et al., 1999). Contudo, a função e o 

desenvolvimento destas células não foram afetados em animais transgênicos deficientes de 

PPARγ (KAWAGUCHI et al., 2005). 

A maioria dos estudos sugere que agonistas de PPARγ exercem seus efeitos deletérios 

no esqueleto por favorecerem a adipogênese na medula óssea, em detrimento da 

osteoblastogênese. Segundo essa hipótese, com a diminuição do número total de osteoblastos, 

células responsáveis pela formação óssea, há um desequilíbrio entre formação e reabsorção, 

com predominância deste último, o que determina perda óssea (figura 7). Alguns estudos in 

vitro indicam essa hipótese. Lecka-Czernick et al. (1999) demonstraram que a ativação da 

isoforma de PPARγ2 por um agonista específico, Rosiglitazona, converte células da linhagem 

osteoblástica para adipócitos em fase de diferenciação terminal e suprime irreversivelmente o 

fenótipo osteoblástico e a expressão de seus genes específicos (LECKA-CZERNIK et al., 

1999). Em 2002, este mesmo grupo comparou o efeito de uma variedade de ligantes de 

PPARγ na diferenciação das células U-33/γ2 em adipócitos e osteoblastos. Verificaram que 

produtos da oxidação do ácido linoleico, o ácido 9,10-epoxioctadecanoico (9,10-EOA) e o 

ácido 9,10-dihidroxioctadecanoico (9,10-DHO) inibem a diferenciação de osteoblastos. Por 

outro lado, 9-HODE induz a diferenciação de adipócitos sem afetar a diferenciação de 

osteoblastos. Estes resultados indicam que PPARγ2 estimula múltiplas vias de sinalização que 

promovem a diferenciação de adipócitos, inibição da diferenciação de osteoblastos, ou ambos, 

dependendo da natureza do ligante (LECKA-CZERNIK et al., 2002).  
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Figura 7: Processo de maturação de células tronco mesenquimais na medula óssea é alterado por 
TZD. Na ausência de TZD, o processo de maturação de células tronco mesenquimais ocorre de 
maneira balanceada para preservar a integridade óssea. Contudo, a introdução de TZD altera este 
processo de maturação em favor da diferenciação em adipócitos, prejudicando a de osteoblastos, 
provocando diminuição da formação óssea (RICHE; TRAVIS KING, 2010). 
 

Hasegawa et al. (2008) observaram em cultura de osteoblastos obtidos de medula 

óssea de ratos redução da formação de nódulos ósseos e da expressão de marcadores 

relacionados ao fenótipo de osteoblastos (osteopontina, fosfatase alcalina, sialoproteína óssea 

e osteocalcina), assim como aumento do número de adipócitos e da expressão de marcadores 

correspondentes ao fenótipo dessas células (lipoproteína lipase, aP2 e adipsina) após 

tratamento com um ligante PPARγ-seletivo (HASEGAWA et al., 2008). Resultados 

semelhantes foram encontrados por outros investigadores, que mostraram que a ativação de 

PPARγ suprime a expressão de marcadores de fenótipo osteoblástico e a mineralização de 

matriz (JEON et al., 2003;  KHAN; ABU-AMER, 2003). 

Uma vez que tanto adipócitos quanto osteoblastos derivam de um precursor 

mesenquimal comum na medula óssea, tem sido proposto que quando o programa de 

diferenciação adipogênica é iniciado por PPARγ, o de diferenciação osteoblastogênica é 

inibido, o que explicaria as observações apresentadas acima. Recentemente, Gustafson et al. 

(2010) sugeriram um provável mecanismo pelo qual agonistas de PPARγ, como as TZDs, 

inibiriam a osteoblastogênese. Segundo os autores, o uso de TZDs promove o aumento de 

DKK1, um inibidor da via de sinalização Wnt, com a consequente atenuação desta via em 

células precursoras, levando à supressão da osteoblastogênese e ao aumento de adipogênese 

(GUSTAFSON; ELIASSON; SMITH, 2010). De fato, existe uma clara relação entre a 

sinalização de Wnt com massa óssea em humanos e murinos. Evidências apontam que a 

sinalização canônica de Wnt promove a formação óssea por vários mecanismos, incluindo 

renovação de células tronco, estimulação da proliferação de osteoblastos e indução de 

osteoblastogênese (KATO et al., 2002;  NUTTALL; GIMBLE, 2004;  REYA; CLEVERS, 
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2005).  Além disso, tratamentos farmacológicos que aumentam a sinalização Wnt em células 

tronco mesenquimais estimulam a osteoblastogênese e inibem a adipogênese. 

Funcionalmente, a ativação de β-catenina através da sinalização canônica de Wnt inibe a 

adipogênese, primariamente por bloquear a indução dos fatores de transcrição adipogênicos 

C/EBPα e PPARγ. Consistente com essas observações, a supressão da sinalização de Wnt 

estimula a adipogênese (BENNETT et al., 2002), como o observado pela indução de PPARγ 

(LIU; FARMER, 2004;  MOLDES et al., 2003;  ROSS et al., 2000). A figura 8 mostra a 

inibição de C/EBPα e PPARγ pela sinalização Wnt. 

 

 

Figura 8: Regulação de fatores de transcrição adipogênicos (C/EBPα e PPARγ) por moléculas de sinalização 
extracelular da família de Wnt.  As proteínas Wnt ligam-se a FZDs, gerando sinais intracelulares não canônicos e 
canônicos. A sinalização canônica de Wnt potencializa a estabilidade de β-catenina e reprime a transativação de 
PPARγ e C/EBPα pela via LEF/TCF, enquanto a não canônica ativa CaMKII e MAPK quinases, tais como 
TAK-1 e TAB2, reprimindo a transativação de PPARγ via ativação de NLK, que forma complexos associados a 
cromatina, com CHD7, SETDB1 e PPARγ.  (MURUGANANDAN; ROMAN; SINAL, 2009). 
 
  

A indução de perda óssea pelo uso de TZDs, como resultado da inibição da 

osteoblastogênese, também é demonstrada em estudos com animais. Sorocéanu et al. (2004) 

relataram que o tratamento de ratos com Rosiglitazona (3 mg/kg/dia) diminuiu 

significativamente o número e a atividade de osteoblastos (SOROCEANU et al., 2004). Ali et 

al. (2004) verificaram que a rosiglitazona atenua a diferenciação de osteoblastos e reduz a 

taxa de formação óssea (ALI et al., 2005). Syversen et al. (2009) observaram que ratas 

tratadas com Pioglitazona apresentavam perda óssea e prejuízo da força mecânica quando 

comparadas com animais tratados com veículo (SYVERSEN et al., 2009).  
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Outros estudos indicam que a redução da atividade de PPARγ estimula a 

osteoblastogênese e inibe a adipogênese, além de provocar alterações metabólicas sistêmicas. 

Akune et al. (2004) verificaram que a diminuição da atividade do PPARγ2 resulta em 

aumento da massa óssea devido ao aumento do número de osteoblastos. Contudo, o aumento 

da atividade do PPARγ2 induzido pela administração de TZD induz a perda óssea, que é 

acompanhada por mudanças na composição celular da medula óssea, como diminuição do 

número de osteoblastos e aumento do número de adipócitos (AKUNE et al., 2004). 

Anghel et al. (2007) constataram que a deleção de um alelo de PPARγ em 

camundongos prejudicou não somente o armazenamento de lipídios, mas também a expressão 

de genes envolvidos na captação e utilização de glicose, na via da pentose-fosfato, síntese de 

ácidos graxos, lipólise e no transporte de glicerol, assim como na sinalização IR/IGF-1. Essas 

alterações conduziram a níveis circulantes reduzidos de adiponectina e a uma crise energética 

no tecido adiposo branco, causando um decréscimo quase à metade de seu conteúdo 

intracelular de ATP. Além disso, houve diminuição na taxa metabólica e na atividade física de 

camundongos PPARγ (+/-), que foi abolido pelo tratamento com TZD. Esses resultados 

destacam a ação multifacetada do PPARγ na manutenção do tecido adiposo e no balanço 

energético sistêmico (ANGHEL et al., 2007). 

Takada et al. (2009) suprimiram a transativação de PPARγ por meio de duas vias de 

sinalização (cascata TAK1/TAB1/NIK induzida por TNF-α ou por IL-1 e via Wnt não 

canônica), o que resultou em atenuação da adipogênese mediada por PPARγ e estímulo da 

diferenciação osteoblástica a partir de células tronco mesenquimais (TAKADA; 

KOUZMENKO; KATO, 2009). 

Por outro lado, Samarasinghe et al. (2009) causaram mutações em PPARγ no domínio 

em que o ligante interage com o receptor, mais especificamente modificando os determinantes 

de seletividade dos ligantes pelos subtipos de PPAR. Dois aminoácidos do PPARγ foram 

substituídos pelos correspondentes resíduos de PPARα de tal forma que PPARγ mut 

respondesse preferencialmente ao WY-14643, um agonista de PPARα, que à Pioglitazona, 

uma TZD. PPARγ tipo selvagem, quando expresso em pré-adipócitos 3T3-L1, induz 

adipogênese após tratamento com hormônio ou com TZD. Por outro lado, PPARγ mut 

bloqueia o aumento de proteínas específicas de adipócitos induzido por TZD, mas 

surpreendentemente não evita o aumento dessas proteínas induzido por hormônio. Os 

resultados sugerem que as TZDs e os ligantes endógenos não interagem da mesma maneira no 

domínio de ligação ao receptor PPARγ. Os autores propuseram que ligantes endógenos têm 
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propriedades distintas que permitem certa promiscuidade de ligação, estimulando o 

recrutamento e a liberação de cofatores de adipogênese (SAMARASINGHE et al., 2009). 

Coletivamente, estes estudos confirmam que os efeitos deletérios para o tecido ósseo, 

pelo aumento de adipogênese e pela supressão da osteoblastogênese, são desencadeados 

diretamente da ativação de PPARγ, uma vez que estes efeitos são bloqueados quando a 

sinalização de PPARγ está diminuída. 

Estudos em humanos também têm demonstrado os efeitos deletérios das TZDs sobre o 

tecido ósseo. De fato, pacientes com diabetes mellitus tipo 2 apresentam diminuição das 

concentrações séricas de marcadores de formação óssea, como fosfatase alcalina 

(BERBEROGLU et al., 2007;  GREY et al., 2007), bem como perda óssea (GREY et al., 

2007;  SCHWARTZ et al., 2006;  YATURU; BRYANT; JAIN, 2007) e aumento da 

incidência de fraturas (KAHN et al., 2006;  KAHN et al., 2008;  SOLOMON et al., 2009), 

após tratamento com TZDs. Mulheres na pós-menopausa que utilizaram TZDs também 

apresentam diminuição das concentrações séricas de marcadores de formação óssea, como 

osteocalcina e telopeptídeo N-terminal do pró-colágeno tipo 1, e perda óssea (GREY et al., 

2007). 

A observação de perda óssea e o risco aumentado de fraturas em pacientes que 

utilizam TZDs é muito preocupante, considerando que a população para quem estes fármacos 

são destinados, os diabéticos, já apresentam fragilidade óssea. Estudos epidemiológicos 

mostram que pacientes com diabetes apresentam maior risco de fraturas não vertebrais, 

principalmente nas regiões da coxa, quadril, úmero proximal e pés (JANGHORBANI et al., 

2007;  MIAO et al., 2005), o que pode ser explicado, em parte, pelo maior risco de quedas em 

consequência das complicações da doença, como comprometimento visual, neuropatia, 

nefropatia e doenças cerebrovasculares (SCHWARTZ et al., 2002;  VESTERGAARD; 

REJNMARK; MOSEKILDE, 2009). Além disso, é possível que essas complicações tenham 

efeitos negativos para a massa óssea, causando maior fragilidade. Há diminuição de massa 

óssea em mãos e pés de pacientes diabéticos com nefropatia e neuropatia, em relação àqueles 

que não apresentam essas complicações (CUNDY; EDMONDS; WATKINS, 1985;  

VESTERGAARD, 2007). Outros estudos sugerem que as grandes quantidades de produtos de 

glicação gerados em diabéticos alteram a força e o remodelamento ósseos de maneira 

prejudicial (KATAYAMA et al., 1996;  MIYATA et al., 1997;  ZHOU et al., 2006), podendo 

contribuir para o maior risco de fraturas nesses pacientes. 
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Apesar das TZDs representarem uma inovação no tratamento do diabetes mellitus tipo 

2, seus efeitos adversos têm limitado seu uso clínico, o que justifica os esforços  para o 

desenvolvimento de novos moduladores de PPARγ que mantenham a alta potência para o 

tratamento do diabetes, mas que apresentem menos efeitos adversos (HIGGINS; DEPAOLI, 

2010). 

Estudos moleculares mostram evidências de que as atividades adipogênica e 

antiosteoblástica de PPARγ são reguladas por vias diferentes. A atividade adipogênica 

envolve a ligação ao PPRE em regiões de regulação gênica, enquanto a antiosteoblástica é 

independente de PPRE (LECKA-CZERNIK et al., 2007). De modo similar, as atividades anti-

inflamatórias e antiaterogênicas de PPARγ também são reguladas de maneira independente de 

PPRE (GLASS; SAIJO, 2010). 

Coerente com essas evidências, alguns estudos mostram que é possível separar os 

efeitos antiosteoblásticos dos adipogênicos utilizando ligantes distintos quimicamente. Em um 

modelo in vitro de diferenciação celular a partir de células mesenquimais com alta expressão 

de PPARγ2, diferentes ligantes derivados do ácido linoleico foram capazes de gerar respostas 

diferentes: induziram adipogênese sem afetar a osteoblastogênese, apresentaram efeito 

antiosteoblástico sem induzir adipogênese ou apresentaram ambos os efeitos adipogênico e 

antiosteoblástico (LECKA-CZERNIK et al., 2002). Este conceito também foi avaliado in 

vivo, usando a TZD Netoglitazona que, apesar de ter apresentado efeitos hipoglicemiantes e 

adipogênicos comparáveis aos da Rosiglitazona, não suprimiu a osteoblastogênese 

(LAZARENKO et al., 2006). 

Mais estudos são necessários na área de desenvolvimento de agonistas de PPAR, 

principalmente com relação à segurança, por representarem uma estratégia promissora para 

combater a inflamação associada à obesidade e, consequentemente, prevenir suas 

complicações como o diabetes, a aterosclerose e as doenças cardiovasculares. Em nosso 

estudo, investigamos os efeitos de novos derivados de TZDs sintetizados pelo método de 

bioisosterismo sobre a adipogênese e a osteogênese in vitro, com o objetivo de identificar 

moléculas com menores efeitos adipogênicos e antiosteoblásticos. 
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3 OBJETIVOS 
 
 

3.1 Objetivo geral 
O objetivo deste estudo foi avaliar se os novos derivados de TZDs preservam a 

atividade sensibilizadora de insulina sem interferirem na diferenciação celular de pré-

adipócitos e de pré-osteoblastos. 

3.2 Objetivos específicos  

� Realizar estudos in vitro com células MC3T3-E1 expostas aos novos derivados de 

TZDs para: 

o Avaliar a viabilidade e a morte celular; 

o Investigar a diferenciação celular de pré-osteoblastos murinos pela 

determinação da mineralização de matriz, da atividade da fosfatase alcalina 

e da expressão de marcadores de osteoblastos (Runx2, colágeno e 

osteocalcina) e da via de sinalização de Wnt (Dkk1, Wnt10b e β-catenina). 

� Realizar estudos in vitro com células 3T3-L1 expostas aos novos derivados de TZDs 

para: 

o Avaliar a viabilidade e a morte celular; 

o Investigar a diferenciação celular de pré-adipócitos murinos, avaliando o 

acúmulo de lipídios, a expressão de marcadores adipogênicos (PPARγ2, 

C/EBPα, FABP4 e CD36) e da via de sinalização de Wnt (β-catenina); 

o Determinar o consumo e a captação de glicose; 

o Avaliar a produção das adipocinas resistina e leptina; 

o Investigar o processo inflamatório avaliando a expressão gênica de IL-6 e 

CCL2/MCP-1 em adipócitos 3T3-L1 expostos ao LPS. 
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� Realizar estudos in vitro com células SGBS expostas aos novos derivados de TZDs 

para: 

o Investigar a diferenciação celular de pré-adipócitos humanos, avaliando o 

acúmulo de lipídios e a expressão dos marcadores de adipócitos C/EBPα e 

FABP4; 

o Avaliar a expressão gênica da adiponectina.  

 

� Realizar estudos in vitro com células HEK293T expostas aos novos derivados de 

TZDs para investigar se esses compostos ativam PPARγ pela ligação específica ao 

LBD; 

� Realizar estudos in vitro com células THP-1 expostas aos novos derivados de TZDs 

para: 

o Investigar o processo inflamatório avaliando a expressão gênica de p-cJun 

e TNF-α em macrófagos humanos THP-1 expostos ao ácido palmítico; 

o Avaliar a função mitocondrial (atividade de enzimas mitocondriais, 

consumo de oxigênio e taxa de acidificação extracelular);  

o Investigar a via de sinalização de AMPK. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

4.1 TZDs  

 

 

Os novos derivados de TZDs avaliados neste estudo foram sintetizados pelo LPSF da 

UFPE e estão sob as patentes: PI 0300997-1 “Compostos arilidenotiazolidinadiônicos com 

atividade hipoglicêmica” em INPI 10/04/2003, ver. Prop. Intelectual 1695 em 01/07/2003; 

PCT / BR2004/00053 “Thiazolidinedione compounds with hypoglycemic properties” em 

08/04/2004, UFPE e PI 0601826-2 "Compostos tiazolidinadiônicos com atividade 

hipoglicêmica” em INPI 24/03/2006, UFPE. A Rosiglitazona foi adquirida da Cayman 

Chemical. 

 

4.2 Linhagens celulares 

 

 

As células MC3T3-E1 (linhagem de pré-osteoblastos murinos) foram gentilmente 

cedidas pela Profa Dra Cecília Helena de Azevedo Gouveia, do ICB/USP. Os pré-osteoblastos 

foram cultivados em meio de cultura α-MEM (Alpha Minimum Essencial Medium, Sigma-

Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibióticos (penicilina 100 

U/ml e estreptomicina 100 mg/ml) (todos obtidos da Life Technologies).  

As células 3T3-L1 (linhagem de pré-adipócitos murinos) foram adquiridas do Banco 

de Células do Rio de Janeiro e cultivadas em meio DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s 

medium) alta glicose (25 mM), contendo 10% de soro de bezerro (CS-Calf Serum) (Life 

Technologies) e antibióticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml).  

As células SGBS (linhagem de pré-adipócitos obtidos de pacientes com a Síndrome de 

Simpson-Golabi-Behmel) foram cultivadas em DMEM/F12 alta glicose (25 mM), contendo 

biotina 33 µM, pantotenato 17 µM (todos da Sigma-Aldrich), CS 10% e antibióticos 

(penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml).  
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As células THP-1 (linhagem de monócitos humanos, ATCC) foram cultivadas em 

meio de cultura RPMI 1640 (Life Technologies), suplementado com CS 10% e antibióticos 

(penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml).  

As células HEK293T (linhagem de células de rim humano, ATCC) foram cultivadas 

em meio de cultura DMEM (Life Technologies), suplementado com 10% de SFB e 

antibióticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml). 

As células MC3T3-E1, 3T3-L1 e SGBS foram mantidas em cultura em confluência 

não superior a 70%, com troca de meio de cultura a cada 3 dias para as células MC3T3-E1 e 

3T3-L1, e a cada 4 dias para as células SGBS. As células THP-1 foram mantidas em 

concentração não superior a 1x106 células/mL, com troca de meio de cultura a cada 3 dias. 

Todas as linhagens celulares foram mantidas a 37ºC, em atmosfera úmida e com 5% de CO2, 

até os procedimentos experimentais. 

 

 

4.3 Viabilidade celular  

 

 

A viabilidade celular das linhagens utilizadas neste estudo foi avaliada pelo método de 

redução de brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a formazana, 

realizado conforme descrito por Denizot e Lang (1986) (DENIZOT; LANG, 1986). 

 

 

4.3.1 Células MC3T3-E1  
 

 

Para a realização deste ensaio, foram cultivadas 1x104 células/poço em placas com 96 

poços, em um volume de 100 µL. Após 3 horas de incubação a 37º C, em atmosfera úmida e 

CO2 5% para permitir a aderência celular, o meio de cultura α-MEM suplementado com SFB 

10% foi substituído por meio de cultura com SFB 1% e as células foram incubadas por 24 

horas. Em seguida, 100 µL de meio de cultura α-MEM suplementado com SFB 1%, contendo 

concentrações variadas de TZDs (0,3125 - 20 µM) foram adicionados. Concentrações 

equivalentes do veículo dimetilssulfóxido (DMSO) (Merck) presente nos poços tratados com 
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TZDs (0,003125 - 0,2% - v/v) também foram testadas. Após 24 horas de incubação, o meio de 

cultura foi removido por inversão da placa e 50 µL de uma solução de MTT (Sigma-Aldrich) 

a 1 mg/mL em meio de cultura livre de vermelho de fenol (Life Technologies) foram 

adicionados e as placas foram agitadas por 3h à 37º C. Ao término desse tempo, o MTT não 

reduzido foi removido por inversão da placa e 100 µL de DMSO foram adicionados em cada 

poço. As placas foram vigorosamente agitadas por 30 minutos para completa solubilização do 

produto formazana. A densidade óptica desse produto, resultante da redução do MTT pelas 

enzimas mitocondriais das células viáveis, foi determinada em leitor de ELISA a 580 nm. A 

viabilidade celular foi calculada em relação às células expostas ao veículo DMSO. Foram 

consideradas concentrações não citotóxicas de TZDs aquelas que apresentaram viabilidade 

celular igual ou superior a 90%. 

 
 

4.3.2 Células 3T3-L1 
 

 

A viabilidade de células 3T3-L1 foi determinada como descrito anteriormente, com 

poucas alterações. Brevemente, foram cultivadas 5x103 células/poço em uma placa com 96 

poços, em meio de cultura DMEM alta glicose suplementado com CS 10%. Após incubação 

durante a noite, o meio de cultura foi substituído por DMEM alta glicose com CS 5% e as 

placas incubadas por 24 horas. As demais etapas foram realizadas como descrito para as 

células MC3T3-E1. 

 

 

4.3.3 Células SGBS  
 

 

Os pré-adipócitos SGBS foram estimulados a se diferenciarem em adipócitos, 

conforme descrito adiante em diferenciação adipogênica, por 48 horas, em placas com 96 

poços e em presença de concentrações variadas de TZDs (0,5; 1; 2 µM). As células foram 

incubadas com MTT 1mg/mL por mais 4 horas em atmosfera úmida, CO2 a 5% e a 37º C. 

Após esse período, foram adicionados 100 µL de isopropanol: HCl 1M (24:1) e as placas 
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foram vigorosamente agitadas por 15 minutos para completa solubilização do produto 

formazana. A densidade óptica desse produto foi determinada em leitor de ELISA a 560 nm.  

 
 

4.3.4 Células THP-1 
 

 

Para a realização desse ensaio em células THP-1, foram cultivadas 1x104 células/poço 

em placas com 96 poços. As células foram estimuladas a se diferenciarem em macrófagos em 

presença de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Sigma-Aldrich) a 100 nM por 24 

horas. Em seguida, o meio de cultura foi removido e substituído por meio suplementado com 

concentrações variáveis de TZDs (0,5 – 10 µM) e as células foram incubadas por 24 ou 48 

horas. As próximas etapas do ensaio foram realizadas como descrito anteriormente para os 

pré-adipócitos SGBS. 

 
 

4.4 Morte celular  

 

 

Os pré-osteoblastos MC3T3-E1 e os pré-adipócitos 3T3-L1 foram estimulados a se 

diferenciarem em placas com 6 poços, em presença de TZDs, conforme descrito adiante em 

diferenciação celular. Após o período de 28 dias para os pré-osteoblastos, e de 6 dias para os 

pré-adipócitos, a morte celular foi avaliada utilizando o kit para detecção de apoptose anexina 

V-FITC da Sigma-Aldrich, segundo as instruções do fabricante. 
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4.5 Diferenciação celular  

 
 

4.5.1 Diferenciação osteogênica  
 

 

Após tornarem-se 80 a 90% confluentes, os pré-osteoblastos MC3T3-E1 foram 

estimulados para se diferenciarem em osteoblastos pela adição de meio de cultura α-MEM 

suplementado com SFB 10% e indutores osteogênicos (ácido ascórbico 50 µM, β-

glicerofosfato 10 mM e dexametasona 100 nM) (todos da Sigma-Aldrich) por até 28 dias. 

Somente 50% do meio de cultura foi trocado a cada 3 ou 4 dias para preservar fatores de 

crescimento produzidos pelas células. Durante todo o período de indução, as células foram 

cultivadas com veículo (DMSO 0,05%) ou TZDs 5 µM. A diferenciação osteogênica foi 

verificada pela mineralização de matriz (28º dia), atividade de fosfatase alcalina (7º, 14º, 21º e 

28º dias) e expressão de genes específicos do fenótipo osteoblástico e da via de sinalização de 

Wnt por PCR em tempo real (7º, 14º e 28º dias) e Western Blot (β-catenina, no 7º dia). 

 

 

4.5.1.1 Mineralização de matriz  
 

 

A mineralização de matriz extracelular foi determinada pelo corante alizarina 

vermelha S, que torna evidente os depósitos de cálcio (GREGORY et al., 2004). Os pré-

osteoblastos foram estimulados a se diferenciarem, conforme descrito anteriormente, em 

placas com 24 poços, na presença de TZDs 5µM, por um período de 28 dias. O meio de 

cultura foi removido e os poços lavados 2 vezes com PBS. Foram adicionados 250 µL/poço 

de formalina tamponada 10% para fixação das células durante 1 hora. Após este período, os 

poços foram lavados 2 vezes com água destilada e corados com 250 µL/poço de alizarina 

vermelha S (Sigma-Aldrich) a 2%, pH 4,2, durante 20 minutos, sob agitação lenta, protegidos 

da luz. O corante foi removido, os poços foram lavados com água destilada e após secagem 

completa, o corante foi extraído de cada poço para quantificação. Para tanto, foram 

adicionados 300 µL/poço de ácido acético (Merck) a 10%, as placas foram incubadas a 
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temperatura ambiente, sob agitação vigorosa e protegidas da luz durante 30 minutos. Com o 

auxílio de uma espátula, a monocamada de células foi removida, homogeneizada e o volume 

obtido transferido para microtubos (Eppendorf). Para potencializar a extração do corante, os 

tubos foram incubados a 85°C, protegidos da luz, durante 10 minutos. Ao final deste período, 

os tubos foram incubados no gelo, protegidos da luz, durante 5 minutos para interromper a 

extração. Os tubos foram centrifugados a 20000xg, a 4°C, durante 15 minutos e 100 µL/poço 

foram transferidos para uma placa com 96 poços. Após, foram adicionados 35 µL/poço de 

KOH (Merck) a 10% para ajustar o pH para 4,2 e as absorbâncias foram registradas em um 

comprimento de onda de 405 nm. A mineralização de matriz foi expressa em relação às 

células expostas ao veículo DMSO. 

 
 

4.5.1.2  Fosfatase alcalina  
 

 

Os pré-osteoblastos foram estimulados a se diferenciarem, conforme descrito 

anteriormente, em placas com 6 poços, na presença de TZDs 5 µM, por um período de 7, 14, 

21 ou 28 dias. O meio de cultura foi removido e os poços lavados 2 vezes com PBS. Em 

seguida, foram adicionados 500 µL/poço de dodecil sulfato de sódio (SDS) (Sigma-Aldrich) a 

0,1% e as placas foram incubadas a temperatura ambiente, sob agitação vigorosa, durante 40 

minutos para promover a lise das células. Com o auxílio de uma espátula, a monocamada de 

células foi removida e homogeneizada e o volume obtido foi armazenado a –20°C até a 

análise, que foi realizada com o kit comercial Fosfatase alcalina liquiform (Labtest), pelo 

método de Bowers e Mc Comb modificado, utilizando um procedimento automatizado. A 

atividade de fosfatase alcalina foi expressa em U/g de proteína. As proteínas totais foram 

quantificadas pelo método de Lowry modificado, utilizando o kit comercial Pierce Modified 

Lowry Protein Assay (Thermo Scientific). 

 

 

4.5.1.3 Marcadores de fenótipo osteoblático e da via de sinalização de Wnt  
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Para as análises por PCR em tempo real, os pré-osteoblastos foram estimulados a se 

diferenciarem, conforme descrito anteriormente, em placas com 6 poços, na presença de 

TZDs 5 µM, por um período de 7, 14 ou 28 dias. Após esses períodos, o meio de cultura foi 

removido e foi adicionado 1 mL de Trizol (Life Technologies) por poço para a extração do 

RNA total das células conforme instruções do fabricante. O RNA foi quantificado a 260 nm e 

sua pureza avaliada a 260/280 nm. Foram consideradas para a análise somente as amostras 

que apresentaram purezas iguais ou superiores a 1,80. Em seguida, 1 µg de RNA total foi 

convertido em cDNA utilizando o kit High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Applied 

Biosystems), conforme as instruções do fabricante. O cDNA das amostras foi armazenado a -

20ºC, até a análise dos marcadores de fenótipo osteoblástico e da via de Wnt, que foi realizada 

por PCR em tempo real. As amplificações por PCR em tempo real foram realizadas em 

duplicatas, utilizando concentrações finais de cDNA 1 ng/µL, pares de primers (Life 

Technologies) 200 nM e reagente Power Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems) 

diluído 1:2 por reação, exceto para o gene do DKK1, para o qual foi utilizada a concentração 

final de cDNA 2 ng/µL. As reações foram conduzidas separadamente com os seguintes 

oligonucleotídeos: 

 

Gene Forward Reverse 
Ciclofilina ATGGTCAACCCCACCGTGT TCTGCTGTCATTGGGACCTTGT 
Runx2 TTCATTCGCCTCACAAACA  GACGCCATAGTCCCTCCTT 
α1(I) 
colágeno 

ACTGTCCCAACCCCCAAAG  CGTATTCTTCCGGGCAGAAA 

Osteocalcina CTCTGTCTCTCTGACCTCACAG  GGAGCTGCTGTGACATCCATAC 
Wnt10b GCTTTCTCCTTCTCCATGCT  CTTCTCTCCGAAGTCCATGTC 
DKK1 GAGGGGAAATTGAGGAAAGC  GGTGCACACCTGACCTTCTT 

 

As condições da reação foram: 95 °C durante 10 minutos para desnaturação inicial; 40 

ciclos de 95 °C por 15 segundos para término do processo de desnaturação e 60 °C por 1 

minuto para o anelamento e elongação dos primers. O método ∆∆Ct foi adotado para 

determinar a expressão gênica pela subtração do Ct do gene da ciclofilina (constitutivo) do Ct 

do gene de interesse, sendo os valores expressos como 2-∆Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).  

Para as análises por Western Blot, os pré-osteoblastos foram estimulados a se 

diferenciarem, conforme descrito anteriormente, em garrafas com área de 25 cm2, na presença 

de TZDs 5µM, por um período de 7 dias. Após esse período, o meio de cultura foi removido, 

as garrafas foram lavadas com PBS e as células lisadas com tampão uréia 6,65M, glicerol 
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10%, SDS 1% e Tris 10 mM pH 6,8 suplementado com o inibidor de proteases fluoreto de 

fenilmetilssulfonil (PMSF), raspadas com espátula e sonicadas em banho de gelo. Após, o 

lisado foi centrifugado a 10000xg, por 10 minutos, a 4°C, para remoção do material insolúvel. 

Os sobrenadantes foram coletados e analisados quanto à concentração de proteínas totais pelo 

método de BCA, usando um kit comercial (Thermo Scientific). Para todos os grupos 

avaliados, a mesma quantidade de proteína (100 µg) foi desnaturada por aquecimento a 95°C, 

durante 5 minutos, em tampão de amostra contendo β-mercaptoetanol, analisada por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e transferida eletroforeticamente em sistema semi-

seco para uma membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada com solução composta 

por leite desnatado 2% em TBS, por 2 horas, em temperatura ambiente. Em seguida, a 

membrana foi incubada durante a noite, a 4°C, com o anticorpo primário e, após, com o 

anticorpo secundário por mais 1 hora a temperatura ambiente. As incubações foram 

conduzidas separadamente para cada anticorpo primário, que foi utilizado nas seguintes 

diluições: β-catenina (1:1000) (Abcam); β-actina conjugado com peroxidase (1:2000) (Sigma-

Aldrich). Foi utilizado anticorpo secundário anti-mouse diluído 1:5000 (GE Healthcare) para 

a análise da β-catenina. As proteínas marcadas pelos anticorpos foram visualizadas por 

quimiluminescência usando o sistema de detecção ECL Amersham (GE Healthcare) e as 

imagens foram documentadas para posteriores análises.  

 

 

4.5.2 Diferenciação adipogênica  
 
 
 

Para os estudos de diferenciação celular, os pré-adipócitos 3T3-L1 foram induzidos a 

se diferenciarem em adipócitos no 2º dia após atingirem 80 a 90% de confluência, utilizando 

placas ou garrafas de cultura previamente gelatinizadas. Foi adicionado um coquetel 

adipogênico composto por DMEM alta glicose, suplementado com 10% de SFB, antibióticos 

(penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml), 3-isobutilmetilxantina (IBMX) 0,5 mM e 

dexametasona 1 µM (ambos da Sigma-Aldrich) em presença de TZDs a 1 µM e, após 3 dias, 

50% do volume do meio de cultura foi removido e acrescentado o mesmo volume de DMEM 

alta glicose, suplementado com 10% de SFB e veículo (DMSO 0,01%) ou TZDs a 1 µM. As 

células foram cultivadas por mais 3 dias.  
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Os pré-adipócitos SGBS foram induzidos a se diferenciarem em adipócitos quando 

atingiram 80 a 90% de confluência. O meio de cultura foi substituído por DMEM/F12 livre de 

soro, suplementado com biotina 33 µM, pantotenato 17 µM, transferrina 0,01mg/mL, insulina 

20 nM, cortisol 100 nM, T3 0,2 nM, dexametasona 25 nM, IBMX 250 mM (todos da Sigma-

Aldrich) e antibióticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml). Após 4 dias, as 

células foram expostas a biotina 33 µM, pantotenato 17 µM, transferrina 0,01mg/mL, insulina 

20 nM, cortisol 100 nM e T3 0,2 nM por mais 10 dias, realizando trocas de meio a cada 4 

dias. Durante todo o período de diferenciação celular, as células foram cultivadas em presença 

de DMSO 0,01% ou TZDs 1 µM.  

O período de tempo do início do protocolo de diferenciação adipogênica até a 

avaliação das células maduras foi de 6 dias para os adipócitos 3T3-L1 e de 14 dias para os 

adipócitos SGBS. A diferenciação adipogênica foi verificada pela avaliação do acúmulo 

intracelular de lipídios (no 6º dia, para os adipócitos 3T3-L1; no 14º dia, para os adipócitos 

SGBS), pela expressão dos marcadores adipogênicos PPARγ2, C/EBPα, FABP4 e CD36 (no 

1º, 2º e 6º dias, para os adipócitos 3T3-L1; no 7º e 14º dias, para os adipócitos SGBS) e de β-

catenina, um mediador intracelular da via de sinalização de Wnt conhecida por regular o 

processo de adipogênese (no 1º, 2º e 6º dias, para os adipócitos 3T3-L1).  

 
 

4.5.2.1 Pré-adipócitos 3T3-L1  
 
 

4.5.2.1.1 Acúmulo de lipídios  
 

 

Os pré-adipócitos foram estimulados a se diferenciarem, conforme descrito 

anteriormente, em placas com 24 poços. Após 6 dias de indução, o meio de cultura foi 

removido e as células foram fixadas com 250 µL/poço de formalina tamponada 3,7%, durante 

1 hora. Após este período, os poços foram lavados 2 vezes com água destilada e corados com 

250 µL/poço de oil red O 0,3% (Sigma-Aldrich) em isopropanol 60% (Labsynth), durante 10 

minutos. As células foram lavadas com água destilada e após secagem completa das placas, o 

corante foi extraído dos poços para quantificação pela adição de 300 µL/poço de isopropanol 

100%. As placas foram incubadas a temperatura ambiente, sob agitação vigorosa, durante 15 

minutos. Após esse período, 100 µL/poço foram transferidos para uma placa com 96 poços e 
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as absorbâncias foram registradas em um comprimento de onda de 490 nm. O acúmulo de 

lipídios foi expresso em relação às células expostas ao veículo DMSO. 

 

 

4.5.2.1.2 Marcadores de fenótipo adipogênico e da via de sinalização de Wnt 
 

 

Para as análises por PCR em tempo real, os pré-adipócitos foram estimulados a se 

diferenciarem conforme descrito anteriormente, em placas com 6 poços por 1, 2 ou 6 dias. 

Após esses períodos de indução, o RNA total das células foi extraído, quantificado e 

transcrito em cDNA para análise de expressão gênica, como descrito para os experimentos de 

osteogênese. Para a normalização dos resultados, a GAPDH foi utilizada como gene 

constitutivo. Seguem, abaixo, os oligonucleotídeos utilizados para as reações de PCR em 

tempo real: 

 

Gene Forward Reverse 
GAPDH TCCACTCACGGCAAATTCAACG TAGACTCCACGACATACTCAGC 
C/EBPα AGAGCCGAGATAAAGCCAAA ACTGGTCAACTCCAGCACCT 
PPARγ2 CACAGAGATGCCATTCTGGC GGCCTGTTGTAGAGCTGGGT 
FABP4 GCGTGGAATTCGATGAAATCA CCCGCCATCTAGGGTTATGA 
CD36 TTTCCTCTGACATTTGCAGGTCTA AAAGGCATTGGCTGGAAGAA 
β-catenina GTGCTGAAGGTGCTGTCTGT TAGTCGCTGCATCTGAAAGG 

 

Os pré-adipócitos foram estimulados a se diferenciarem em garrafas de cultura com 

área de 25 cm2 por 6 dias para as análises por Western Blot, que foram realizadas como 

descrito anteriormente. Para a avaliação das proteínas de interesse, as incubações foram 

conduzidas separadamente para cada anticorpo primário, que foi utilizado nas seguintes 

diluições: β-catenina (1:1000) e CD36 (1:100) (ambos da Abcam); GAPDH conjugado com 

peroxidase (1:5000). As diluições dos anticorpos secundários (GE Healthcare) foram: 1:50000 

para a β-catenina (anti-mouse) e 1:5000 para CD36 (anti-rabbit). As proteínas marcadas pelos 

anticorpos foram visualizadas por quimiluminescência usando o sistema de detecção ECL 

Amersham (GE Healthcare) e as imagens foram documentadas para posteriores análises. 
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4.5.2.2 Pré-adipócitos SGBS  
 
 

4.5.2.2.1 Acúmulo de lipídios  
 

 

Após 14 dias de estímulo adipogênico em placas com 12 poços, realizado conforme 

descrito anteriormente, o meio de cultura foi removido e os poços lavados com PBS. As 

células foram fixadas com paraformaldeído 4% por 10 minutos, lavadas com água destilada e, 

em seguida, com isopropanol 60%. As células foram coradas com oil red O 0,3% em 

isopropanol 60% por 30 minutos para a verificação do acúmulo de lipídios. Após esse 

período, os poços foram lavados com isopropanol 60% por 5 minutos e, por último, com água 

destilada. As imagens ao microscópio óptico foram armazenadas para documentação. 

 

4.5.2.2.2 Marcadores de fenótipo adipogênico 
 

 

Os pré-adipócitos foram estimulados a se diferenciarem por 7 ou 14 dias em placas 

com 6 poços para a avaliação de marcadores de fenótipo adipogênico por PCR em tempo real.   

O RNA total foi extraído com o kit PeqGold RNAPure (PeqLab) e transcrito utilizando o kit 

de síntese de cDNA da Fermentas, seguindo as instruções dos fabricantes. As amplificações 

por PCR em tempo real foram realizadas em duplicatas, utilizando concentrações finais de 

cDNA 1 ng/µL, pares de primers (Invitrogen) 250 nM e reagente iQ Sybr Green Supermix 

(Bio-Rad) utilizando as seguintes seqüências de primers:  

 

Gene Forward Reverse 
18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGCG 
C/EBPα AACCTTGTGCCTTGGAAATG CCCTATGTTTCCACCCCTTT 
FABP4 CATACTGGGCCAGGAATTTG GTGGAAGTGACGCCTTTCAT 

 
 

As condições da reação foram: 95 °C durante 3 minutos para desnaturação inicial; 39 

ciclos de 95 °C por 15 segundos para término do processo de desnaturação, 56 °C por 30 

segundos e 72 °C por 30 segundos, para o anelamento e elongação dos primers. O método 

∆∆Ct foi adotado para determinar a expressão gênica pela subtração do Ct do gene de 18S 
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(constitutivo) do Ct do gene de interesse, sendo os valores expressos como 2-∆Ct (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001).  

 

 

4.6 Transativação dependente de ligante de PPARγγγγ        

 
 
 

Em uma placa com 96 poços, foram cultivadas 1x104 células HEK293T por poço e 

incubadas com DMEM suplementado com SFB 10% e antibióticos por 24 horas. Após esse 

período, as células foram transfectadas utilizando o reagente para transfecção jetPRIME 

(PeqLab), conforme as instruções do fabricante. As quantidades de vetores transfectados 

foram: 9 µg de pFR Luc (Firefly luciferase), 1 µg de pFA-PPARγ-LBD-Gal4-DBD e 0,05 µg 

de pRL-CMV (Renilla luciferase). As células foram incubadas por 5 horas e o meio de cultura 

substituído. Após incubação durante a noite, foram adicionadas ao meio de cultura 

concentrações variáveis de TZDs (0,1; 1; 10 µM). Decorridas 24 horas de exposição aos 

compostos, as células foram lisadas e tiveram as atividades das luciferases quantificadas. A 

atividade da firefly luciferase foi normalizada pela obtida com a renilla luciferase, que foi 

realizada como um controle interno e de viabilidade celular. 

 
 

4.7 Consumo de glicose  

 
 

Os pré-adipócitos 3T3-L1 foram cultivados em placas previamente gelatinizadas até 

atingirem 80 a 90% de confluência. Dois dias depois, as células foram estimuladas a se 

diferenciarem em adipócitos utilizando o meio de indução composto por dexametasona 1 µM, 

IBMX 500 µM e insulina 1 µM em DMEM alta glicose, suplementado com SFB 10% e 

antibióticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml). Após 3 dias, 50% do meio de 

cultura foi substituído por DMEM alta glicose suplementado com insulina 1 µM, SFB 10% e 

antibióticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml). O meio de cultura foi trocado 

a cada 3 dias por meio livre de indutores adipogênicos. Para a determinação do consumo de 

glicose, os adipócitos foram utilizados no 9º ou 12º dias após o início da indução adipogênica. 

As células totalmente diferenciadas em adipócitos foram incubadas com meio DMEM alta 
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glicose, suplementado com insulina 100 nM, SFB 10% e antibióticos, contendo DMSO 0,01% 

ou TZDs 1 µM e, após 4 dias, o meio de cultura foi coletado e armazenado a -20°C até a 

análise. A glicose foi quantificada no meio de cultura pelo método de Trinder, utilizando o kit 

comercial Glicose PAP Liquiform (Labtest). O consumo de glicose no meio de cultura foi 

estimado pela subtração da concentração final de glicose da concentração inicial e foi 

expresso em relação ao grupo controle (DMSO). 

 
 

4.8 Captação de glicose  

 

 

Os pré-adipócitos 3T3-L1 foram cultivados em placas com 24 poços, com DMEM alta 

glicose contendo CS 10% e antibióticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml), 

até atingirem 80 a 90% de confluência. Dois a três dias após, o meio de cultura foi substituído 

por meio suplementado com SFB 10% e um coquetel composto por dexametasona 1 µM, 

IBMX 500 µM e insulina 1,67 µM, para estimular a diferenciação celular. Após 2 dias, o 

meio foi removido e substituído por meio de cultura suplementado com insulina 410 nM. No 

7º dia após o início da indução adipogênica, as células completamente diferenciadas foram 

expostas a DMSO 0,01% ou TZDs 1 µM, na presença ou ausência de dexametasona 500 nM, 

por 18 horas. O meio de cultura foi removido, os poços foram lavados com PBS, foi 

adicionado meio de cultura livre de soro e insulina, contendo DMSO 0,01% ou TZDs 1 µM. 

Após 6 horas de incubação, o meio de cultura foi removido, os poços lavados 2 vezes com 

PBS, e as células foram incubadas com tampão de sais de Earle, HEPES 10 nM e albumina 

sérica bovina 1% (pH 7,4), com ou sem insulina 50 nM, por 15 minutos, em banho-maria a 

37ºC. Ao final desse período, 50 µL de (3H)-2-desoxi-D-glicose (3H-2DG) (concentração final 

de 4 nM e 0,25µCi/poço) foram adicionados para dar início à reação de captação. Exatamente 

após 4 minutos, a captação de glicose foi interrompida pela adição de 500 µL/poço de uma 

solução gelada de floretina a 300 µM, preparada em tampão de sais de Earle, HEPES 10 nM, 

albumina sérica bovina 1% e DMSO 0.05%. As células foram lavadas com PBS, foi 

adicionado KOH 1mM e as células foram incubadas a 70ºC  por 20 minutos até completa 

digestão. Alíquotas de 150 µL foram coletadas e transferidas para tubos de cintilação 

contendo 2,5 mL de líquido para cintilação (EcoLume, ICN Pharmaceuticals) e a radiação 

emitida foi aferida em contador de líquido de cintilação (PerkinElmer). A radiação 
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inespecífica foi determinada em paralelo, analisando-se a solução gelada de floretina utilizada 

para interromper a captação de 3H-2DG. O valor foi descontado da emissão total de radiação e 

a captação específica foi normalizada pelos valores de proteína total, determinados pelo 

método de BCA, usando um kit comercial (Thermo Scientific). 

 

 

4.9 Adipocinas  

 
 

Para a investigação da produção de adipocinas, foram obtidos adipócitos 

completamente diferenciados após 14 dias de indução adipogênica (adipócitos SGBS) e após 

9 a 12 dias (adipócitos 3T3-L1). Para ambas as linhagens, a diferenciação celular foi induzida 

como anteriormente descrito, sem a adição de TZDs, em placas com 6 poços.  

 
 

4.9.1 Adipócitos 3T3-L1  
 

 

Os adipócitos foram incubados com meio DMEM alta glicose, suplementado com 

insulina 100 nM, SFB 10% e antibióticos, contendo DMSO 0,01% ou TZDs 1 µM. Após 4 

dias, alíquotas do meio de cultura foram coletadas com a adição de PMSF e armazenadas a                    

-20°C para a posterior quantificação de leptina e resistina, enquanto as células foram 

reservadas para a análise de expressão gênica.  As concentrações de leptina e resistina no 

meio de cultura foram determinadas pelo método Milliplex utilizando o kit para adipocinas de 

camundongo da Millipore. A expressão gênica foi determinada por PCR em tempo real, nas 

mesmas condições anteriormente descritas para as linhagens murinas utilizadas neste estudo. 

As seqüências de oligonucleotídeos foram os seguintes:  

 

Gene Forward Reverse 
GAPDH TCCACTCACGGCAAATTCAACG TAGACTCCACGACATACTCAGC 
Resistina CTTTCATTTCCCCTCCTTTTC CAGTCTATCCTTGCACACTGG 
Leptina CCAAAACCCTCATCAAGACC GTGAAGCCCAGGAATGAAGT 
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4.9.2 Adipócitos SGBS  
 

 

Os adipócitos foram cultivados por 24 horas com meio de cultura DMEM/F12 livre de 

soro, suplementado com antibióticos, biotina 33 µM e pantotenato 17 µM, com a adição de 

DMSO 0,01% ou TZDs 1 µM. A expressão gênica de adiponectina foi avaliada por PCR em 

tempo real, conforme descrito anteriormente para essa linhagem celular. As seqüências de 

oligonucleotídeos utilizados foram os apresentados abaixo: 

 

Gene Forward Reverse 
18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGCG 
Adiponectina GGCCATCTCCTCCTCACTTC CCGGGCAGACAGATGCCC 

 
 
 

4.10 Mediadores pró-inflamatórios  

 
 

4.10.1 Adipócitos 3T3-L1 estimulados com LPS  
 

 

Para avaliar mediadores pró-inflamatórios, adipócitos 3T3-L1 foram expostos ao 

Lipopolissacarídeo (LPS), conforme descrito por Lira et al. (2011) (LIRA et al., 2011), e a 

expressão gênica de IL-6 e CCL2/MCP1 foi avaliada por PCR em tempo real. Células 

completamente diferenciadas foram obtidas no 9º a 12º dias de indução, conforme descrito 

anteriormente, em placas com 6 poços. Os adipócitos foram incubados com meio DMEM alta 

glicose, suplementado com SFB 10%, antibióticos e insulina 100 nM, na presença de DMSO 

0,01% ou TZDs 1 µM. Após 3 dias, o meio de cultura foi renovado, com a adição de insulina 

100 nM e LPS 75 ng/mL (Sigma-Aldrich), na presença de DMSO 0,01% ou TZDs 1 µM. 

Após 24 horas de incubação,  o RNA total foi extraído e transcrito para posterior análise da 

expressão gênica dos mediadores pró-inflamatórios, que foi determinada por PCR em tempo 

real, nas mesmas condições anteriormente descritas para as linhagens celulares murinas 

utilizadas neste estudo. As seqüências de oligonucleotídeos foram os seguintes: 
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Gene Forward Reverse 
GAPDH TCCACTCACGGCAAATTCAACG TAGACTCCACGACATACTCAGC 
IL-6 TGTGCAATGGCAATTCTGAT ACCAGAGGAAATTTTCAATAGG 
CCL2/MCP-1 TGAGTAGGCTGGAGAGCTACA ATGTCTGGACCCATTCCTTC 

 
 

 

4.10.2 Macrófagos THP-1 estimulados com ácido palmítico 
 

 

O processo inflamatório foi induzido pela exposição de macrófagos THP-1 ao ácido 

palmítico, conforme descrito por Namgaladze et al. (2013) (NAMGALADZE et al., 2013), e 

avaliado pela expressão gênica de TNF-α e da proteína fosforilada de cJun (p-cJun). Foram 

cultivadas 1x106 células/poço para analisar a expressão gênica em placas com 6 poços, 

enquanto para a expressão da proteína, foram cultivadas 2,5x106 células/placa de 6 cm de 

diâmetro com meio RPMI 1640, suplementado com CS 10% e antibióticos. Em seguida, as 

células foram estimuladas a se diferenciarem em macrófagos pela adição de TPA 100 nM e 

incubadas por 24 horas. Após esse período, o meio de cultura foi substituído por meio 

contendo DMSO 0,01% ou TZDs 1 µM e os macrófagos foram cultivados por mais 24 horas. 

O meio de cultura foi renovado, com a adição de ácido palmítico (Sigma-Aldrich) a 500 µM, 

na presença de DMSO 0,01% ou TZDs 1 µM e as células foram incubadas por 3 horas.  

A expressão gênica de TNF-α foi avaliada por PCR em tempo real, como 

anteriormente descrito para a linhagem de pré-adipócitos SGBS. As seqüências utilizadas de 

oligonucleotídeos foram: TNF-α: Forward-GACAAGCCTGTAGCCCATGT e Reverse- 

GAGGTACAGGCCCTCTGATG; 18S: Forward- GTAACCCGTTGAACCCCATT e 

Reverse- CCATCCAATCGGTAGCG.  

A análise da proteína p-cJun foi realizada por Western Blot. Foi adicionado 1 

mL/placa de 6 cm de diâmetro de PBS gelado para a remoção dos macrófagos com o auxílio 

de uma espátula e as células foram centrifugadas a 16100xg por 30 segundos a  4ºC. Em 

seguida, as células foram ressuspensas em 100 µL de tampão de lise contendo inibidor de 

protease e PMSF, sonicadas e centrifugadas a 10000xg por 10 minutos a 4ºC. Os 

sobrenadantes foram recolhidos e tiveram a concentração de proteínas determinada pelo 

método de Lowry modificado, segundo as instruções do fabricante (Bio-rad). Em seguida, 60 

µg de proteína total foram adicionados ao tampão de amostra SDS-PAGE (Tris 0,1M pH 6,8, 
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SDS 4%, β-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0,2%, glicerol 2%) e aquecidos a 95º C por 5 

minutos. As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10% contendo SDS e foram 

submetidas à carga elétrica – 2h a 100 V – para a realização da eletroforese. Concluída a 

eletroforese, as proteínas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 

utilizando um sistema de transferência semi-seco – 105 min a 0,07A/membrana. Sítios de 

ligação inespecíficos da membrana foram bloqueados com solução de albumina sérica bovina 

a 5% em TBS-T por 1 hora a temperatura ambiente. Logo em seguida, a membrana foi 

incubada com anticorpo primário durante a noite a 4°C sob agitação suave. As incubações 

foram conduzidas separadamente para cada anticorpo primário, que foi utilizado nas seguintes 

diluições: p-cJun (Ser73) (1:1000) (Cell Signaling Technology); β-actina (1:3000) (Sigma-

Aldrich). Após ser lavada 3 vezes com TBS-T por 5 minutos cada,  procedeu-se a incubação 

da membrana com o anticorpo secundário anti-rabbit conjugado ao fluoróforo IRDye 800 

(LICOR Biosciences), na diluição de 1:10000, por 45 minutos. A membrana foi novamente 

lavada 2 vezes com TBS-T por 5 minutos e a fluorescência determinada pelo sistema Odyssey 

Clx (Uniscience).  

 

4.11 Ensaio de fluxo extracelular 

 

 

A taxa de consumo de oxigênio (OCR) e a taxa de acidificação extracelular (ECAR) 

foram avaliadas em macrófagos humanos THP-1 pelo ensaio XF de fluxo extracelular 

(Seahorse Bioscience). Brevemente, 7,5x104 células/poço foram cultivadas em placas com 96 

poços e incubadas com TPA 100 nM por 24 horas. Após esse período, o meio de cultura foi 

substituído por meio livre de TPA, contendo TZDs 1 ou 10 µM e as células foram incubadas 

por mais 24 horas. Em seguida, o meio de cultura foi removido e foram adicionados 200 µL 

de DMEM suplementado com glicose 11 mM. As placas foram incubadas em ambiente livre 

de CO2 por pelo menos 1 hora antes de iniciar as determinações de OCR e ECAR. Durante as 

determinações, foram injetadas soluções de oligomicina 1 µM (inibidor e ATPase) ou FCCP 1 

µM (desacoplador da fosforilação oxidativa). 
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4.12 Via de sinalização de AMPK  

 

 

A sinalização de AMPK foi investigada em macrófagos THP-1, pela análise da 

expressão da proteína fosforilada da acetil-CoA-carboxilase (p-ACC). Foram cultivadas 

2,5x106 células/placa de 6 cm de diâmetro em meio RPMI 1640, suplementado com CS 10% 

e antibióticos, com a adição de TPA 100 nM para estimular a diferenciação celular. Após 24 

horas de incubação, o meio de cultura foi substituído por meio contendo DMSO 0,01% ou 

TZDs 1 µM e os macrófagos foram cultivados por mais 24 horas. A p-ACC foi avaliada por 

Western Blot, seguindo os procedimentos descritos anteriormente para essa linhagem celular. 

As incubações foram conduzidas separadamente para cada anticorpo primário, que foi 

utilizado nas seguintes diluições: p-ACC (Ser79) (1:1000) (Cell Signaling Technology); 

nucleolina (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology). Foi utilizado o anticorpo secundário anti-

rabbit conjugado ao fluoróforo IRDye 800 (LICOR Biosciences), na diluição de 1:10000. A 

fluorescência foi determinada pelo sistema Odyssey Clx (Uniscience). 

 
 

4.13 Análise dos resultados 

 
 

Os resultados foram expressos como média ± SD de avaliações em duplicata ou 

triplicata de pelo menos 2 ou 3 experimentos independentes. A análise estatística foi realizada 

pelo programa GraphPad Instat, utilizando o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA não 

paramétrico) seguido pelo teste de múltiplas comparações de Dunn, ou testes não pareados, 

conforme recomendado para cada experimento. Os resultados cuja análise estatística 

apresentou valores de p<0,05 foram considerados significativamente diferentes.  
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5 RESULTADOS  
 
 

5.1 Efeitos das TZDs sobre a diferenciação celular osteogênica 
 

 

Inicialmente, investigamos se os derivados de TZDs interferem no processo de 

diferenciação celular de pré-osteoblastos murinos MC3T3-E1. Para selecionarmos os novos 

derivados de TZDs e as  concentrações de trabalho não citotóxicas, realizamos o ensaio de 

viabilidade celular pelo método de redução de MTT a formazana, após um período de 24 

horas de exposição aos compostos.  

Como apresentado na tabela 5, o veículo utilizado para o preparo das soluções de 

TZDs, o DMSO, não apresentou efeito citotóxico sobre as células MC3T3-E1 em todas as 

concentrações utilizadas, evidenciando que as alterações observadas na viabilidade celular 

foram decorrentes da exposição às TZDs e não ao veículo. Oito novos derivados de TZDs 

(SF-23, GQ-89, GQ-97, GQ-145, GQ-150, GQ-169, GQ-177 e LYSO-7) apresentaram os 

menores efeitos citotóxicos nas concentrações avaliadas, sendo por esse motivo, selecionados 

para a realização dos experimentos de diferenciação celular osteogênica. Para descartar a 

hipótese de citotoxicidade após exposição prolongada às TZDs, foi realizada em paralelo a 

determinação da morte celular avaliando-se as mesmas condições do experimento de 

osteogênese. Após 28 dias de indução osteogênica com TZDs a 5 µM não houve mudança na 

porcentagem de morte celular com relação aos grupos controles não tratado e veículo (figura 

9).  
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Tabela 5: Viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3-E1 após 24 horas de cultivo com TZDs. 

 0,003125% 0,00625% 0,0125% 0,025% 0,05% 0,10% 0,20% 

DMSO 103,5 ± 5,8% 103, 6 ± 4,9% 109,7 ± 5,97% 106,3 ± 1,9% 109,4 ± 2,5% 106,2 ± 2,9% 102,4 ± 5,1% 

 0,3125 µµµµM 0,625 µµµµM 1,25 µµµµM 2,5 µµµµM 5 µµµµM 10 µµµµM 20 µµµµM 

Rosi 105,60 ± 5,3% 108,6 ± 7,5% 109,0 ± 7,3% 101,1 ± 8,6% 107,9 ± 3,6% 106,6 ± 2,2% 109,5 ± 7,9% 

SF-3 103,5 ± 4,8% 103,6 ± 5,0% 104,5 ± 4,6% 96,4 ± 2,9% 87,6 ± 4,7% 77,5 ± 2,8% 71,9 ± 2,9% 

SF-5 104,18 ± 2,5% 103,9 ± 3,5% 103,6 ± 4,0% 83,7 ± 1,9% 76,0 ± 3,1% 70,4 ± 3,3% 68,3 ± 3,7% 

SF-20 101,9 ± 4,8% 99,12 ± 3,37% 99,36 ± 2,47% 98,02 ± 3,01% 91,15 ± 1,21% 82,73 ± 2,21% 82,3 ± 5,8% 

SF-23 103,1 ± 5,6% 97,1 ± 2,3% 94,5 ± 2,9% 93,2 ± 3,9% 94,4 ± 2,5% 91,4 ± 4,8% 89,9 ± 4,1% 

GQ-11 100,9 ± 5,6% 102,5 ± 9,0% 102,6 ± 12,0% 85,54 ± 5,1% 76,3 ± 3,4% 72,2 ± 1,2% 69,7 ± 1,2% 

GQ-32 95,1 ± 4,4% 95,1 ± 2,4% 98,8 ± 2,8% 98,8 ± 2,4% 92,8 ± 2,1% 78,4 ± 3,1% 64,1 ± 1,67% 

GQ-89 96,3 ± 3,8% 96,1 ± 4,7% 93,9 ± 5,1% 91,0 ± 4,2% 89,2 ± 2,9% 85,1 ± 5,0% 86,4 ± 4,3% 

GQ-97 108,0 ± 3,3% 104,9 ± 2,6% 106,3 ± 3,1% 106,3 ± 5,2% 106,0 ± 6,6% 108,4 ± 8,6% 91,5 ± 6,2% 

GQ-145 97,4 ± 4,7% 96,4 ± 3,3% 99,0 ± 3,2% 94,9 ± 4,0% 88,4 ± 6,7% 95,6 ± 3,0% 89,9 ± 4,2% 

GQ-150 100,5 ± 5,0% 105,3 ± 3,9% 103,9 ± 4,2% 105,8 ± 3,2% 97,0 ± 6,7% 91,1 ± 3,6% 79,7 ± 3,5% 

GQ-169 96,6 ± 3,2% 94,4 ± 3,3% 93,9 ± 2,6% 93,5 ± 3,3% 90,0 ± 4,3% 90,0 ± 5,2 85,2 ± 4,3% 

GQ-177 101,6 ± 2,5% 99,1 ± 4,0% 104,3 ± 4,4% 100,3 ± 3,4% 101,0 ± 3,6% 93,0 ± 7,1% 91,1 ± 8,3% 

LYSO-7 102,9 ± 3,4% 104,0 ± 4,0% 105,3 ± 4,8% 106,2 ± 5,6% 112,0 ± 6,6% 111,8 ± 4,8% 93,4 ± 7,3% 

A viabilidade celular foi avaliada espectrofotometricamente (580 nm) pela redução de MTT a formazana. As 
concentrações equivalentes de veículo (DMSO) utilizadas nas soluções de TZDs 0,3125, 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10 e 
20 µM foram, respectivamente, 0,003125, 0,00625, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,10 e 0, 20% (v/v). Os resultados são 
expressos como média ± SD de 2 experimentos independentes (n = 16). 
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Figura 9: Morte celular em osteoblastos após 28 dias de indução osteogênica em presença de TZDs. Células 
MC3T3-E1 foram cultivadas com indutores osteogênicos (ácido ascórbico 50 µM, β-glicerofosfato 10 mM e 
dexametasona 100 nM) por 28 dias na presença de TZDs na concentração de 5 µM, marcadas com PI e anexina 
V-FITC e avaliadas por citometria de fluxo. Células sem tratamento (ST), com o veículo (DMSO 0,05%) ou com 
Triton X-100 a 0,2% também foram avaliadas. Os resultados são expressos como média ± SD de 2 experimentos 
independentes (n = 6). 

 

Neste estudo, um dos parâmetros utilizados para avaliar a diferenciação celular 

osteogênica foi a mineralização de matriz, que foi determinada pelos depósitos de cálcio e 

visualizada pela coloração com alizarina vermelha S. A figura 10 mostra os efeitos das TZDs 

sobre a mineralização de matriz em células MC3T3-E1 que foram induzidas a se 
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diferenciarem em osteoblastos durante 28 dias em um ensaio preliminar com as TZDs 

selecionadas pelo ensaio de viabilidade celular (A), durante 7, 14, 21 e 28 dias (B) ou por 28 

dias (C), avaliando somente os novos derivados TZDs mais promissores (GQ-89 e GQ-177). 

Na figura 10B, nota-se que a mineralização ocorreu tardiamente, sendo visualizada somente 

após 28 dias de indução osteogênica. Por esse motivo, foi padronizado o 28° dia para avaliar a 

mineralização de matriz. Após a realização de 2 experimentos independentes, verificou-se que 

ao final de 28 dias de indução osteogênica a Rosiglitazona inibia consideravelmente a 

mineralização de matriz (28,49 ± 7,26 %), quando comparada com o controle (97,65 ± 22,40 

%), confirmando seu efeito antiosteoblástico. Interessantemente, as TZDs GQ-177 (90,05 ± 

21,71 %) e GQ-89 (61,19 ± 23,52 %) não modificaram de modo significativo a mineralização 

de matriz (figura 10C). 

A 

  

 

B                     C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Efeitos das TZDs sobre a mineralização de matriz. Células MC3T3-E1 foram cultivadas com indutores 
osteogênicos (ácido ascórbico 50 µM, β-glicerofosfato 10 mM e dexametasona 100 nM) por até 28 dias na presença de TZDs 
na concentração de 5 µM. Células cultivadas com indutores osteogênicos e o veículo DMSO (Controle) também foram 
testadas pela coloração com alizarina vermelha S. (A) Ensaio preliminar com todas as TZDs. (B) A mineralização de matriz 
foi avaliada nos dias 7, 14, 21 e 28 de indução pela quantificação de alizarina extraída dos poços corados, que foi expressa 
em nmol/poço. (C) A mineralização de matriz foi avaliada após 28 dias de indução, em porcentagem relativa ao grupo 
controle (média ± SD). Todos os grupos experimentais e controles foram avaliados em replicata (n= 9 a 12), em 2 
experimentos independentes. # p<0,01 (vs Controle).  
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Outro marcador de fenótipo osteoblástico utilizado neste estudo foi a fosfatase 

alcalina. A figura 11 apresenta os efeitos das TZDs sobre a atividade desta enzima em células 

MC3T3-E1 que foram induzidas a se diferenciarem em osteoblastos durante 7, 14, 21 e 28 

dias. Coerente com a atividade antiosteoblástica descrita em literatura, a Rosiglitazona 

diminuiu a atividade da fosfatase alcalina no 7° dia de indução osteogênica (65,02 ± 18,60%), 

quando comparada com o controle (100,00 ± 24,09%). A partir do 21° dia, foi observada uma 

tendência de elevação da atividade desta enzima (Rosi: 127,37 ± 22,15% vs Controle: 99,56 ± 

17,40%), atingindo um aumento marcante de atividade no 28° dia (Rosi: 239,46 ± 51,80% vs 

Controle: 99,75 ± 25,35%), provavelmente por um mecanismo compensatório à diminuição 

desta enzima no 7° dia. Diferente do observado com a Rosiglitazona, os novos derivados de 

TZDs em nenhum momento inibiram a atividade de fosfatase alcalina, o que pode explicar, 

em parte, a ausência de efeito inibitório sobre a mineralização apresentada por GQ-177 e GQ-

89.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 11: Efeitos das TZDs sobre a atividade de fosfatase alcalina. Células MC3T3-E1 foram cultivadas com 
indutores osteogênicos (ácido ascórbico 50 µM, β-glicerofosfato 10 mM e dexametasona 100 nM) durante 7, 14, 
21 e 28 dias na presença de TZDs na concentração de 5 µM. Células cultivadas com indutores osteogênicos e o 
veículo DMSO (Controle) também tiveram as atividades de fosfatase alcalina avaliadas, que foram expressas em 
porcentagem relativa ao grupo controle (média ± SD). Todos os grupos experimentais e controles foram 
avaliados em replicata (n= 7 a 15), em 2 experimentos independentes. * p<0,05 (vs Controle); # p<0,01 (vs 
Controle). 
 

Para investigar os mecanismos moleculares responsáveis pela ausência de efeito 

antiosteoblástico da GQ-89 e da GQ-177, avaliou-se a expressão de genes específicos do 

fenótipo osteoblástico. Tanto a Rosiglitazona quanto a GQ-89 e a GQ-177 inibiram a 

expressão de Runx2, um fator de transcrição importante para a osteogênese, no 28º dia de 

indução (figura 12A). Quando avaliadas as principais proteínas de matriz produzidas e 
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secretadas por osteoblastos, verificou-se que todas as TZDs inibem de modo significativo a 

expressão gênica do colágeno no 7º e 28º dias de indução (figura 12B). Por outro lado, a 

expressão gênica da osteocalcina não foi modificada pela Rosiglitazona nem pela GQ-89, mas 

de modo interessante, foi aumentada pela GQ-177 no 28º dia de indução (figura 12C).  
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Figura 12: Efeitos das TZDs sobre a expressão de genes específicos do fenótipo osteoblástico. Células MC3T3-
E1 foram cultivadas com indutores osteogênicos (ácido ascórbico 50 µM, β-glicerofosfato 10 mM e 
dexametasona 100 nM) durante 7, 14 e 28 dias na presença de TZD na concentração de 5 µM. Células cultivadas 
com indutores osteogênicos e o veículo DMSO (Controle) também foram avaliadas quanto à expressão gênica, 
que foi expressa em relação ao grupo controle (média ± SD). Todos os grupos experimentais e controles foram 
avaliados em replicata (n= 6) em 2 experimentos independentes.  # p<0,01 (vs Controle); @ p<0,001 (vs 
Controle). 
 
 

Finalmente, avaliamos a expressão de genes relacionados à via de sinalização de Wnt 

pela importância dessa via na regulação da diferenciação celular. A ativação da via de 

sinalização de Wnt estimula a formação óssea por vários mecanismos, incluindo a indução de 

osteoblastogênese e a proliferação de osteoblastos. Por outro lado, a indução de PPARγ por 

TZDs suprime esta sinalização, favorecendo a adipogênese em detrimento da osteogênese. 

Observamos que quando os pré-osteoblastos MC3T3-E1 são estimulados a se diferenciarem 

em osteoblastos, a expressão gênica de Wnt10b, um membro da família Wnt de glicoproteínas 

secretadas que ativam esta via de sinalização, não se altera. Entretanto, a expressão gênica de 
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DKK1, um inibidor da via de sinalização de Wnt, diminui gradualmente, indicando 

favorecimento da ativação dessa via, o que está coerente com a indução de osteogênese. A 

adição de Rosiglitazona ao meio de indução osteogênica aumentou a expressão do inibidor 

DKK1 no 7° dia, sugerindo inibição da via de sinalização de Wnt e, por conseguinte, inibição 

da osteogênese. Ao contrário, as TZDs GQ-89 e a GQ-177, diminuíram a expressão desse 

inibidor, sugerindo estímulo da osteogênese (Figura 13A). Por outro lado, a Rosiglitazona 

aumentou a expressão de Wnt10b no 14° dia, enquanto a GQ-89 e a GQ-177 a diminuíram no 

7° dia (Figura 13B).  

Como foram observados aumento e diminuição tanto da expressão de Wnt10b, como 

de DKK1, fez-se necessária a avaliação da proteína β-catenina, mediador intracelular da via 

de sinalização de Wnt, para verificar qual efeito predomina, se ativação ou inibição dessa via. 

Em um experimento preliminar, verificamos por Western Blot que os níveis de β-catenina 

permanecem inalterados com a GQ-89 e a GQ-177, o que demonstra a manutenção da via de 

sinalização de Wnt e do processo de osteogênese. Ao contrário, a Roziglitazona inibe essa via 

de sinalização, conforme evidenciado pela diminuição de β-catenina, prejudicando a 

osteogênese. 
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Figura 13: Efeitos das TZDs sobre a expressão de genes específicos da via de sinalização de Wnt. Expressão 
gênica de DKK1 (A) e Wnt10b (B) avaliada por PCR em tempo real. Western Blot representativo de β-catenina 
de um experimento preliminar (C). Células MC3T3-E1 foram cultivadas com indutores osteogênicos (ácido 
ascórbico 50 µM, β-glicerofosfato 10 mM e dexametasona 100 nM) durante 7, 14 e 28 dias na presença de TZDs 
na concentração de 5 µM. Células cultivadas com indutores osteogênicos e o veículo DMSO (Controle) também 
foram avaliadas quanto à expressão gênica, que foi expressa em relação ao grupo controle (média ± SD). Todos 
os grupos experimentais e controles foram avaliados em replicata (n= 6) em 2 experimentos independentes. * 
p<0,05 (vs Controle); # p<0,01 (vs Controle); @ p<0,001 (vs Controle). Western Blot realizado em duplicata em 
um experimento preliminar. 
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5.2 Efeitos das TZDs sobre a diferenciação celular adipogênica  
 

 

Prosseguindo este estudo, investigamos se os novos derivados de TZDs interferem no 

processo de diferenciação celular de pré-adipócitos murinos 3T3-L1.  

Ao tentarmos reproduzir os protocolos de indução adipogênica mais utilizados, 

baseados na associação de dexametasona, 3-isobutil-1-metilxantina e insulina, tivemos 

dificuldades para demonstrar o estabelecido efeito adipogênico da Rosiglitazona. 

Provavelmente, por tratar-se de um potente coquetel adipogênico, não foi possível observar 

efeito adipogênico adicional com o uso da Rosiglitazona (Figura 14A). Por esse motivo, foi 

adotado um protocolo menos potente que o anterior, que exclui a insulina da composição do 

meio de indução, baseado em estudo realizado por Pantoja e colaboradores (2008), com 

poucas alterações (PANTOJA; HUFF; YAMAMOTO, 2008). Com este protocolo, foi 

possível verificar o efeito adipogênico adicional da Rosiglitazona já na concentração de 1µM 

(Figura 14B) e, assim, foi padronizado o uso desta concentração nos demais experimentos.  

 

A                                                                            B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14: Padronização do protocolo de adipogênese. Células 3T3-L1 foram cultivadas com diferentes meios 
indutores adipogênicos durante 10 dias. Durante este período, as células foram cultivadas na presença de TZDs 
na concentração de 1 ou 5 µM. Células cultivadas com indutores adipogênicos e o veículo DMSO (Controle) 
também foram coradas com oil red O e tiveram o acúmulo intracelular de lipídios estimado pela quantificação do 
corante extraído dos poços, o qual foi expresso em porcentagem relativa ao grupo controle (média ± SD). (A) 
Dexametasona 1 µM, 3-isobutil-1-metilxantina 500 µM e insulina 100 nM; (B) Dexametasona 1 µM e 3-
isobutil-1-metilxantina 500 µM. Os grupos experimentais e controles foram avaliados em replicata (n= 8 a 20). 
 

Para selecionarmos as TZDs e as concentrações de trabalho não citotóxicas, 

realizamos inicialmente o ensaio de viabilidade celular pelo método de redução de MTT a 

formazana após 24 horas de exposição dos pré-adipócitos às TZDs. Conforme demonstrado 

na tabela 6, o DMSO não apresentou efeito citotóxico sobre as células 3T3-L1 em todas as 
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concentrações utilizadas, evidenciando que as alterações observadas na viabilidade celular 

foram decorrentes da exposição às TZDs e não ao veículo. A Rosiglitazona e três novas TZDs 

(SF-3, GQ-150 e LYSO-7) apresentaram os menores efeitos citotóxicos nas concentrações de 

0,3125 a 5 µM e, por esse motivo, foram selecionadas para a realização dos experimentos de 

diferenciação adipogênica. A GQ-177 também foi incluída nos experimentos de adipogênese 

por ter apresentado resultados promissores em outros estudos realizados pelo grupo de 

pesquisa da Profa Dulcineia Saes Parra Abdalla. Para descartar a hipótese de citotoxicidade 

após exposição prolongada às TZDs, foi realizada em paralelo a determinação da morte 

celular avaliando-se as mesmas condições do experimento de adipogênese. Após 6 dias de 

indução adipogênica com TZDs a 1 µM não houve mudança na porcentagem de morte celular 

com relação aos grupos controles não tratado e veículo (Figura 15).  

 
Tabela 6: Viabilidade de pré-adipócitos 3T3-L1 após 24 horas de cultivo com TZDs 

 0,003125% 0,00625% 0,0125% 0,025% 0,05% 0,10% 0,20% 

DMSO 102,6 ± 5,4% 99,8 ± 2,6% 99,2 ± 4,1% 97,9 ± 3,5% 99,7 ± 3,8% 98,6 ± 3,9% 97,6 ± 3,6% 

 0,3125 uM 0,625 uM 1,25 uM 2,5 uM 5 uM 10 uM 20 uM 

Rosi 100,1 ± 2,7% 97,0 ± 1,6% 99,1 ± 2,2% 94,7 ± 2,7% 95,5 ± 1,8% 101,5 ± 1,7% 98,2 ± 1,0% 

SF-3 97,65 ± 2,6% 98,6 ± 2,6% 98,3 ± 3,4% 98,8 ± 3,1% 93,7 ± 9,0% 69,9 ± 1,4% 60,8 ± 1,2% 

SF-5 94,7 ± 2,6% 91,3 ± 3,3% 92,3 ± 2,5% 90,4 ± 2,4% 84,3 ± 2,1% 62,8 ± 3,8% 51,8 ± 1,1% 

SF-20 88,9 ± 3,2% 91,2 ± 3,2% 87,7 ±3,9% 86,8 ± 1,4% 84,0 ± 3,6% 76,2 ± 1,8% 64,1 ± 1,6% 

SF-23 91,7 ± 3,5% 88,0 ± 3,6% 89,2 ± 4,4% 89,7 ± 3,1% 89,6 ± 2,1% 81,4 ± 6,2% 71,3 ± 5,0% 

GQ-11 79,2 ± 10,1% 74,9 ± 3,9% 74,7 ± 1,1% 74,5 ± 3,5% 72,6 ± 2,6% 51,2 ± 2,1% 47,0 ± 2,1% 

GQ-32 76,8 ± 2,4% 77,3 ± 4,7% 91,3 ± 9,8% 96,4 ± 6,2% 94,6 ± 9,1% 81,8 ± 8,0% 62,9 ± 7,4% 

GQ-89 80,7 ± 5,4% 74,1 ± 3,3% 75,8 ± 4,8% 73,3 ± 4,9% 72,6 ± 6,4% 64,0 ± 8,0% 66,5 ± 5,7% 

GQ-97 83,9 ± 7,9% 79,9 ± 5,7% 78,3 ± 6,5% 80,2 ± 7,1% 83,5 ± 3,4% 81,7 ± 7,8% 61,9 ± 7,2% 

GQ-145 86,0 ± 3,7% 85,0 ± 3,5% 81,0 ± 2,8% 78,8 ± 1,6% 79,4 ± 2,6% 80,9 ± 3,9% 84,3 ±7,7% 

GQ-150 101,4 ± 6,3% 99,7 ± 9,1% 100,1 ± 8,7% 101,8 ± 3,2% 102,4 ± 2,5% 95,6 ± 2,7% 90,1 ± 1,1% 

GQ-169 82,9 ± 6,6% 88,8 ± 6,4% 85,6 ± 9,9% 89,8 ± 6,2% 81,2 ± 9,9% 85,7 ± 4,1 86,2 ± 7,7% 

GQ-177 86,5 ± 5,3 % 95,5 ± 4,1% 92,0 ± 5,7% 81,8 ± 6,0% 69,2 ± 13,1% 73,1 ± 2,9% 62,3 ± 2,1% 

LYSO-7 87,2 ± 5,8% 95,9 ± 6,3% 102,9 ± 6,4% 100,5 ± 11,0% 107,7 ± 6,4% 120,3 ± 5,9% 122,3 ± 8,2% 

 A viabilidade celular foi avaliada espectrofotometricamente (580 nm) pela redução de MTT a formazana. As 
concentrações equivalentes de veículo (DMSO) utilizadas nas soluções de TZDs 0,3125, 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10 e 
20 µM foram, respectivamente, 0,003125, 0,00625, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,10 e 0, 20% (v/v). Os resultados são 
expressos como média ± SD de 2 experimentos independentes (n = 16). 
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Figura 15: Morte celular de adipócitos após 6 dias de indução adipogênica com TZDs. Células 3T3-L1 foram 
cultivadas com indutores adipogênicos (dexametasona 1 µM e 3-isobutil-1-metilxantina 500 µM) com TZD 1 
µM durante 6 dias, marcadas com PI e anexina V-FITC e avaliadas por citometria de fluxo. Células cultivadas 
sem tratamento (ST), com o veículo (DMSO 0,01%) ou DMSO 5% também foram avaliadas. Os resultados são 
expressos como média ± SD de 2 experimentos independentes (n = 6). 
 
 
 A observação de acúmulo intracelular de lipídios pela coloração dos triacilgliceróis 

pelo oil red O foi utilizada para confirmar a adipogênese. As figuras 16A e 16B mostram os 

efeitos das TZDs sobre o acúmulo intracelular de lipídios em células 3T3-L1 induzidas a se 

diferenciarem em adipócitos durante 1, 2, 4 e 6 dias. A partir do 4° dia de indução, é possível 

observar aumento do número de células que passam a produzir e acumular lipídios em seu 

interior e, como descrito em literatura, este efeito foi acentuado na presença de Rosiglitazona. 

O 6° dia de indução adipogênica foi padronizado para esta avaliação por ter apresentado os 

valores mais elevados de acúmulo lipídico. Após a realização de 3 experimentos 

independentes, verificou-se que ao final de 6 dias de indução adipogênica a Rosiglitazona 

estimula marcantemente o acúmulo lipídico, quando comparada com o controle, confirmando 

seu efeito adipogênico. Interessantemente, as TZDs GQ-150, GQ-177, LYSO-7 e SF-3 não 

alteraram o acúmulo lipídico (figura 16C e 16D), sugerindo ausência de efeito adipogênico. 
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Figura 16: Efeitos das TZDs sobre o acúmulo intracelular de lipídios. Células 3T3-L1 foram cultivadas com 
indutores adipogênicos (dexametasona 1 µM e 3-isobutil-1-metilxantina 500 µM) por até 6 dias. Durante todo o 
período de indução, as células foram cultivadas na presença de TZDs na concentração de 1 µM. Células 
cultivadas com indutores adipogênicos e o veículo DMSO (Controle) também foram coradas com oil red O para 
verificação do acúmulo intracelular de lipídios. (A) Visualização microscópica do acúmulo intracelular lipídico 
após 1, 2, 4 e 6 dias de indução adipogênica (Magnificação de 40x). (B) Quantificação de oil red O após os 
diferentes períodos de indução. Determinações realizadas em replicata (n= 4 a 10). (C e D) Acúmulo intracelular 
lipídico avaliado após 6 dias de indução adipogênica, expresso em porcentagem relativa ao grupo controle. Os 
grupos controle e experimentais foram analisados em replicata (n=22 a 32), em 3 experimentos independentes. 
Os valores representam as médias ± SD das replicatas. * p<0,05 (vs Controle). 
 

 Para investigar os mecanismos moleculares responsáveis pela ausência de efeito 

adipogênico dos novos derivados de TZDs, avaliou-se a expressão de genes específicos do 

fenótipo adipogênico e da via de sinalização de Wnt.  

A figura 17 mostra os efeitos das TZDs sobre os genes específicos do fenótipo 

adipogênico. Diferente da Rosiglitazona, a LYSO-7 não modificou a expressão gênica dos 

fatores de transcrição adipogênicos PPARγ2 e C/EBPα. Coerente com estes resultados, a 

expressão de FABP4 e CD36, genes regulados por PPARγ2 e C/EBPα, também não foi 

alterada pela LYSO-7. A GQ-150 diminuiu a expressão gênica de C/EBPα no 6º dia, que foi 

acompanhado pela diminuição de CD36, permanecendo inalterada a expressão gênica de 

FABP4. A SF-3 aumentou a expressão gênica de C/EBPα no 2º dia,  refletindo em aumento de 

FABP4 no 6º dia. Contudo, diminuiu a expressão de CD36. A GQ-177 aumentou a expressão 

gênica de PPARγ2, C/EBPα, FABP4 e CD36, porém de modo menos acentuado que o 

aumento proporcionado pela Rosiglitazona. 
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Figura 17: Efeitos das TZDs sobre os marcadores do fenótipo adipogênico. Células 3T3-L1 foram cultivadas 
com indutores adipogênicos (dexametasona 1 µM e 3-isobutil-1-metilxantina 500 µM) por até 6 dias. Durante 
todo o período de indução, as células foram cultivadas na presença de TZD na concentração de 1 µM. Células 
cultivadas com indutores adipogênicos e o veículo DMSO (Controle) também foram avaliadas por PCR em 
tempo real e por Western Blot. (A) Expressão gênica de PPARγ2, CEBP/α, FABP4 e CD36.  (B) Análise 
densitométrica e Western Blots representativos de CD36. Os grupos controle e experimentais foram analisados 
em 3 experimentos independentes (n=9) para LYSO-7, GQ-150 e SF-3, e em um experimento preliminar para a 
GQ-177 (n=3). Os valores representam as médias ± SD das replicatas. * p<0,05 (vs Controle); # p<0,01 (vs 
Controle); @ p<0,001 (vs Controle); & p<0,05 (vs Rosi). 
 

 Quando avaliada a via de sinalização de Wnt (figura 18), verificamos que a LYSO-7 e 

a GQ-177 não modificam a expressão de β-catenina. A GQ-150 e a SF-3 diminuem a 

expressão gênica de β-catenina no 2º dia de maneira não persistente, retornando ao mesmo 

nível do grupo controle no 6º dia, permanecendo inalterada o nível da proteína. Diferente da 

Rosiglitazona, os novos derivados de TZDs preservam a via de sinalização de Wnt, 

consequentemente, afetam menos marcantemente o processo de adipogênese. 
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Figura 18: Efeitos das TZDs sobre a via de sinalização de Wnt. Células 3T3-L1 foram cultivadas com indutores 
adipogênicos (dexametasona 1 µM e 3-isobutil-1-metilxantina 500 µM) por até 6 dias. Durante todo o período de 
indução, as células foram cultivadas na presença de TZD na concentração de 1 µM. Células cultivadas com 
indutores adipogênicos e o veículo DMSO (Controle) também tiveram a expressão gênica de β-catenina (A) e os 
níveis de proteína (B) avaliados. Os resultados foram expressos em relação ao grupo Controle, como média ± SD 
de 3 experimentos independentes (n= 9) para a LYSO-7, GQ-150 e SF-3, e de um experimento preliminar para a 
GQ-177 (n=3). * p<0,05 (vs Controle); @ p<0,001 (vs Controle). 
 

 Investigamos, em seguida, se os novos derivados de TZDs interferem no processo de 

diferenciação celular de pré-adipócitos humanos da linhagem SGBS. Inicialmente, avaliamos 

a viabilidade celular após 48 horas de indução adipogênica em presença de diferentes 

concentrações de TZDs para selecionarmos a concentração não citotóxica. Para descartar a 

hipótese de efeito citotóxico após período prolongado de exposição às TZDs, observamos, 

diariamente, até o 14º dia de indução adipogênica se ocorriam alterações morfológicas. 

Embora os novos derivados de TZDs tenham diminuído o percentual de redução de MTT a 

formazana (tabela 7), interpretamos esse efeito como conseqüência da inibição da atividade 
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mitocondrial e não por diminuição de viabilidade celular, uma vez que não foram observadas 

alterações morfológicas sugestivas de morte celular após 14 dias de exposição às TZDs. A 

concentração de TZDs utilizada nos experimentos de adipogênese foi a de 1µM. 

 

Tabela 7: Viabilidade celular de pré-adipócitos SGBS após 48h de indução adipogênica em presença de TZDs  
 0,005% 0,01% 0,02% 

DMSO 92,89 ± 3,67% 96,72 ± 5,21% 97,98 ± 3,60% 

 0,5 µµµµM 1 µµµµM 2 µµµµM 

Rosi 92,09 ± 8,30% 96,95 ± 6,19% 94,89 ± 2,70% 

LYSO-7 110,20 ± 13,42% 122,24 ± 12,31% 141,72 ± 11,40% 

GQ-150 49,97 ± 14,09% 43,88 ± 10,40% 37,91 ± 9,61% 

GQ-177 63,55 ± 14,19% 45,06 ± 13,19% 34,98 ± 12,26% 

SF-3 89,73 ± 4,55% 78,75 ± 2,66% 54,31 ± 5,87% 

A viabilidade celular foi avaliada espectrofotometricamente (560 nm) pela redução de MTT a formazana. As 
concentrações equivalentes de veículo (DMSO) utilizadas nas soluções de TZDs 0,5, 1 e 2 µM foram, 
respectivamente, 0,005, 0,01 e 0,02% (v/v). Os resultados são expressos como média ± SD de 3 experimentos 
independentes (n = 9). 
 

Confirmando os resultados obtidos com a linhagem murina de pré-adipócitos, 

verificamos que os novos derivados de TZDs não modificam o processo de diferenciação 

celular de pré-adipócitos humanos, pois foi observada a ausência de efeito sobre o acúmulo 

intracelular de lipídios e sobre a expressão gênica de marcadores específicos do fenótipo 

adipogênico (figura 19). 
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Figura 19: Efeitos das TZDs sobre a diferenciação celular de pré-adipócitos humanos. As células SGBS foram 
estimuladas a se diferenciarem em meio de cultura suplementado com coquetel adipogênico por até 14 dias. (A) 
Visualização microscópica do acúmulo intracelular de lipídios após 14 dias de indução de adipogênese, avaliada 
pela coloração com oil red O. (B) Expressão gênica de marcadores do fenótipo adipogênico avaliada por PCR 
em tempo real. Os resultados representam a média ± SD de 5 experimentos independentes (n=5). @ p<0,001 (vs 
Controle). 
 
 

5.3 Efeitos das TZDs sobre a transativação de PPARγγγγ    

 
 

Para avaliar se os novos derivados de TZDs atuam como ligantes de PPARγ, investigamos 

os efeitos desses compostos na transativação de PPARγ utilizando o ensaio da luciferase 

como gene repórter. Como é possível observar na figura 20, nenhum dos novos derivados de 

TZDs avaliados estimulou a ativação de PPARγ (figura 20). 

Controle 

SF-3 

LYSO-7 

GQ-150 GQ-177 

Rosi 

Controle Rosi Lyso-7 GQ-150 GQ-177 SF-3

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

F
A

B
P

4
/1

8
S

 (
1

0
-6
)

 Dia 0
 Dia 7
 Dia 14@

@

Controle Rosi Lyso-7 GQ-150 GQ-177 SF-3

0

10

20

30

40

50

60

C
/E

B
P

α
/1

8S
 (

10
-6
)

 Dia 0 
 Dia 7

 Dia 14
@

@



 

 

                                                                                                                                                
                                                                                                                                                 80 
 
 

0

2

4

6

8

10

12

14

0,1 uM 1 uM 10 uM

A
tiv

id
ad

e 
de

 lu
ci

fe
ra

se
 (r

el
at

iv
a 

ao
 

C
on

tr
ol

e)

Controle

Rosi

Lyso-7

GQ-150

GQ-177

SF-3

 
Figura 20: Efeitos das TZDs sobre a ativação de PPARγ. Células HEK293T foram transfectadas com vetores 
para pFR Luc (Firefly luciferase), pFA-PPARγ-LBD-Gal4-DBD e pRL-CMV (Renilla luciferase) por 5 horas e 
incubadas durante a noite com concentrações variáveis de TZDs (0,1; 1; 10 µM). Após 24 horas de exposição 
aos compostos, as células foram lisadas e tiveram as atividades das luciferases quantificadas. A atividade da 
firefly luciferase foi normalizada pela obtida da renilla luciferase, que foi realizada como um controle interno e 
de viabilidade celular. Os resultados representam a média ± SD de um experimento realizado em replicata (n=4). 
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5.4 Efeitos das TZDs sobre o consumo e a captação de glicose 
 
 
 Para investigar se os novos derivados de TZDs preservam a atividade hipoglicemiante 

esperada para essa classe de fármacos, avaliamos inicialmente o consumo de glicose por 

adipócitos 3T3-L1 determinando a concentração de glicose no meio de cultura. Conforme 

demonstrado na figura 21, as TZDs LYSO-7, GQ-150 e SF3 aumentam significativamente o 

consumo de glicose quando comparadas com o grupo controle. Para confirmar esse efeito, 

utilizamos outra metodologia para avaliar a captação de glicose por adipócitos 3T3-L1, 

baseada na quantificação de 3H-2DG incorporada pelas células. Verificamos que a GQ-177 

aumenta de modo significativo a captação de glicose na presença de insulina, o que não 

ocorreu na condição basal. Interessantemente, a GQ-177 aumentou a captação de glicose em 

relação ao grupo controle/insulina/dexametasona, sugerindo que esse novo derivado de TZD 

pode reverter a resistênica insulínica induzida por glicocorticoide (figura 22). Em ensaio 

piloto, os demais novos derivados de TZDs não mostraram efeito sobre a captação de glicose 

(dados não mostrados). 
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Figura 21: Efeitos das TZDs sobre o consumo de glicose. Células 3T3-L1 foram cultivadas com indutores 
adipogênicos (dexametasona 1 µM,  3-isobutil-1-metilxantina 500 µM e insulina 1 µM) durante 6 a 9 dias. As 
células totalmente diferenciadas em adipócitos foram cultivadas na presença de TZD 1 µM, em meio de cultura 
contendo alta concentração de glicose e insulina, durante 4 dias. O consumo de glicose foi avaliado no meio de 
cultura e expresso em relação ao grupo controle (média ± SD). Todos os grupos experimentais e controles foram 
avaliados em replicata em 2 experimentos independentes (n= 8). * p<0,05 (vs Controle/Insulina); @ p<0,001 (vs 
Controle/Insulina). 
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Figura 22: Efeito da GQ-177 sobre a captação de glicose. Células 3T3-L1 receberam estímulo adipogênico por 
7 dias. Após esse período, os adipócitos foram expostos a DMSO 0,01% (Controle) ou TZD 1 µM, na presença 
ou ausência de dexametasona 500 nM, por 18 horas. As células foram incubadas com tampão de sais de Earle, 
HEPES 10 nM e albumina sérica bovina 1% (pH 7,4), com ou sem insulina 50 nM, com DMSO 0,01% 
(Controle) ou TZD 1 µM por 15 minutos, em banho-maria a 37ºC. As células foram incubadas com 3H-2DG 
(concentração final de 4 nM e 0,25µCi/poço) por 4 minutos, a captação de glicose foi interrompida, as células 
foram lavadas e lisadas e a radiação emitida mensurada. A captação de 3H-2DG foi expressa em cpm e 
normalizada pelos valores de proteínal total. Os grupos experimental e controle foram avaliados em replicata em 
2 experimentos independentes (n= 8). * p<0,05 (vs Controle/Basal); # p<0,05 (vs Controle/Insulina); ** p<0,05 
(vs Controle/ Insulina/Dexametasona). 
 
 

5.5 Efeitos das TZDs sobre a produção de adipocinas 
 
 

Alterações no perfil de adipocinas, como a diminuição de adiponectina e o aumento de 

resistina, estão associadas com o desenvolvimento de resistência à insulina no diabetes 

mellitus tipo 2. Uma vez que a reversão destas alterações pelo uso de TZDs contribui para 

seus efeitos hipoglicemiantes, investigamos se os novos derivados de TZDs modificam a 

produção de adipocinas. A leptina também foi avaliada, pois existem estudos que 

correlacionam a diminuição dessa adipocina com ganho de peso e diminuição de formação 

óssea. 

Como a Rosiglitazona, os novos derivados de TZDs GQ-150 e SF-3 diminuíram de 

modo significativo a expressão gênica de resistina em adipócitos murinos da linhagem 3T3-

L1 (Figura 23A), sugerindo um possível efeito benéfico para a sensibilização insulínica. 

Porém, esse efeito não foi confirmado pela avaliação de resistina em sobrenadante de cultura 

celular (Figura 23E). Diferente da Rosiglitazona, a LYSO-7 e a GQ-177 não diminuíram a 
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expressão gênica de leptina em adipócitos murinos da linhagem 3T3-L1, sugerindo que esses 

compostos poderiam ser correlacionados à menor incidência de efeitos adversos, tais como 

ganho de peso e perda óssea.  

Embora os novos derivados de TZDs GQ-150 e SF-3 tenham diminuído a expressão 

gênica de leptina, sua concentração no sobrenadante de cultura celular não foi diferente do 

grupo controle. Desse modo, confirmamos que os compostos avaliados não modificam de 

modo significativo a produção de leptina (Figura 23F). Em ensaios preliminares, os novos 

derivados de TZDs LYSO-7, GQ-150 e SF-3 mostraram diminuir a expressão gênica da 

adiponectina em adipócitos humanos da linhagem SGBS, não sendo modificada pela GQ-177 

(Figura 23G). 
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Figura 23: Efeitos das TZDs sobre a expressão de adipocinas. (A, B, C e D) Expressão gênica de resistina e 
leptina em adipócitos 3T3-L1 determinada por PCR em tempo real. (E e F) Concentração de resistina e leptina 
no sobrenadante de cultura celular de adipócitos 3T3-L1. (G) Expressão gênica de adiponectina em adipócitos 
SGBS, avaliada por PCR em tempo real. O período de tempo de exposição às TZDs para a determinação da 
expressão gênica e da concentração de adipocinas foi de 4 dias para os adipócitos 3T3-L1 e de 24 horas para os 
adipócitos SGBS. A concentração de TZD utilizada nos experimentos foi de 1 µM. Os resultados expressam a 
média ± SD de 2 experimentos independentes (n=6, para os adipócitos 3T3-L1; n=2, para os adipócitos SGBS). 
*p<0,05 (vs Controle);  # p<0,01 (vs Controle); @ p<0,001 (vs Controle). 
 

 

5.6 Efeitos das TZDs sobre os mediadores pró-inflamatórios 
 
 

Sabe-se que o efeito sensibilizador de insulina das TZDs se deve, em parte, aos seus 

efeitos anti-inflamatórios. Para elucidar se os novos derivados de TZDs preservam a atividade 

anti-inflamatória, avaliamos a expressão gênica de mediadores pró-inflamatórios sob duas 

condições: (1) adipócitos murinos estimulados com LPS e (2) macrófagos humanos 

estimulados com ácido palmítico. 

Conforme ilustrado na figura 24A, os novos derivados de TZDs não foram capazes de 

modificar a expressão gênica de IL-6 e CCL2/MCP-1 em adipócitos murinos da linhagem 

3T3-L1 estimulados previamente com LPS. 

Para o estudo utilizando macrófagos humanos, realizamos inicialmente a avaliação da 

viabilidade celular, incubando as células com diferentes concentrações de TZDs para 

definirmos a concentração de trabalho. Conforme apresentado na tabela 8, uma diminuição do 

percentual de redução de MTT a formazana foi observado em presença de concentrações mais 

altas dos novos derivados de TZDs. Porém, uma vez que não foram observadas alterações 

morfológicas sugestivas de morte celular, interpretamos esse efeito como consequência da 
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inibição da atividade mitocondrial e não por diminuição de viabilidade celular. Desse modo, a 

concentração de 1 µM e 10 µM e o período de 24 horas de incubação foram adotados nos 

experimentos com macrófagos. 

 

Tabela 8: Viabilidade celular de macrófagos THP-1 após 24h e 48h de cultivo com TZDs 
 24h  48h 

 0,01% 0,1%  0,005% 0,01% 0,02% 
DMSO ND 109,47 ± 19,83%  96,65 ± 5,57% 105,50 ± 12,71% 110,10 ± 24,57% 

 1 µµµµM 10 µµµµM  0,5 µµµµM 1 µµµµM 2 µµµµM 
Rosi 106,38 ± 10,32% 100,19 ± 14,69%  103,05 ± 8,11% 101,00 ± 10,18% 96,73 ± 13,96% 

LYSO-7 104,59 ± 4,80% 115,16 ± 2,82%  113,15 ± 19,69% 108,34 ± 14,51% 115,98 ± 8,87% 

GQ-150 100,00 ± 11,37% 78,24 ± 5,81%  95,26 ± 8,09% 91,42 ± 7,15% 78,79 ± 10,69% 

GQ-177 98,72 ± 14,79% 52,76 ± 7,75%  97,67 ± 25,36% 65,18 ± 12,53% 43,43 ± 12,39% 

SF-3 132,76 ± 2,21% 73,61 ± 1,47%  95,27 ± 4,89% 99,78 ± 10,88% 100,47 ± 18,48% 

 
A viabilidade celular foi avaliada espectrofotometricamente (560 nm) pela redução de MTT a formazana. As 
concentrações equivalentes de veículo (DMSO) utilizadas nas soluções de TZD 0,5, 1, 2 e 10 µM foram, 
respectivamente, 0,005, 0,01, 0,02 e 0,1% (v/v). Os resultados são expressos como média ± SD de 1 experimento 
(24h, n=3) ou de 3 experimentos independentes (48h, n = 9). ND: não determinado. 
 
 

Em macrófagos humanos da linhagem THP-1, ensaios preliminares sugerem que a 

TZD GQ-150 estimula a expressão gênica de TNF-α, enquanto o tratamento com as TZDs 

LYSO-7, GQ-177 e SF-3 não apresentam qualquer alteração na expressão dessa citocina 

(figura 24B). De modo similar, a incubação com as TZDs (na concentração de 1 e 10 µM) não 

alterou a atividade de c-Jun N-terminal quinase uma vez que não foi observado efeito dos 

novos derivados de TZDs sobre os níveis de fosforilação dessa proteína (figura 24C e D). 
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Figura 24: Efeitos das TZDs sobre a expressão de mediadores pró-inflamatórios. Expressão gênica de IL-6 e 
CCL2/MCP-1 em adipócitos 3T3-L1 estimulados com LPS (A). Expressão gênica de TNF-α em macrófagos 
THP-1 estimulados com ácido palmítico (B). Western Blots representativos de p-cJun em macrófagos THP-1 
estimulados com ácido palmítico, previamente incubados com TZD 1µM (C) ou 10µM (D). Os adipócitos foram 
incubados com TZD 1µM por 3 dias e, em seguida, por mais 24h com LPS 75ng/mL em presença de TZD 1µM 
para a avaliação de IL-6 e CCL2/MCP-1 por PCR em tempo real. Os macrófagos foram incubados com TZD por 
24h e, após esse período, por 3h em presença de TZD e ácido palmítico 500µM. A expressão de TNF-α foi 
avaliada por PCR em tempo real e a de p-cJun por Western Blot. Para a avaliação de TNF-α foi utilizada a 
concentração de 1µM de TZD e para p-cJun, TZD a 1 ou 10µM. Os resultados representam a média ± SD de 2 
experimentos independentes (n=6 para os adipócitos e n=2 para os macrófagos. * p<0,05 (vs Controle/LPS); # 
p<0,01 (vs Controle/LPS); @ p<0,001 (vs Controle/LPS). 
 
 

5.7 Efeitos das TZDs sobre o consumo de oxigênio e a taxa de acidificação extracelular 
 

 
Para uma avaliação mais específica do metabolismo mitocondrial em macrófagos, 

também utilizamos o ensaio XF de fluxo extracelular (Seahorse Bioscience), que entre outros 

parâmetros permite avaliar o consumo de oxigênio e a acidificação extracelular em tempo 

real. A Rosiglitazona não afetou a respiração celular nas concentrações de 1 e 10 µM 

(resultados não apresentados). Entretanto, a LYSO-7 e a SF-3 inibiram marcantemente a 

respiração celular basal na concentração de 10 µM, conforme demonstrado pela diminuição 

do consumo de oxigênio (figura 25A e B). Por outro lado, ao avaliarmos a taxa de 

acidificação extracelular, verificamos que a SF-3 inibe a glicólise, enquanto a LYSO-7 a 

estimula (figura 25C). 
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Figura 25: Efeitos das TZDs sobre a função mitocondrial de macrófagos THP-1. (A e B) Consumo de oxigênio. 
(C) Taxa de acidificação extracelular. Os macrófagos foram cultivados com TZDs a 10 µM durante 24 horas. 
Após esse período, o meio de cultura foi removido e foram adicionados 200 µL de DMEM suplementado com 
glicose 11 mM. As placas foram incubadas em ambiente livre de CO2 por pelo menos 1 hora antes de iniciar as 
determinações de OCR e ECAR. Durante as determinações, foram injetadas soluções de oligomicina 1 µM 
(inibidor e ATPase) ou FCCP 1 µM (desacoplador da fosforilação oxidativa). Os resultados representam a média 
± SD de 2 experimentos independentes (n=16). 
 

 

5.8 Efeitos das TZDs sobre a via de sinalização de AMPK  
 
 

Alterações na função da mitocôndria podem ativar a via de sinalização de AMPK que, 

entre seus efeitos benéficos, melhora a resposta tecidual à insulina. Considerando que em 

adipócitos (tabela 7) e macrófagos (tabela 8) foi observado diminuição da atividade 
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mitocondrial com os novos derivados de TZDs, investigamos se esses compostos atuam como 

ativadores de AMPK. Em dois experimentos realizados utilizando as concentrações de 1 e 10 

µM de TZDs, os resultados não foram reprodutíveis, não sendo conclusivos quanto à 

atividade das TZDs sobre a via de AMPK. 
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Figura 26: Efeitos das TZDs sobre a via de sinalização de AMPK. Os macrófagos THP-1 foram incubados com 
TZDs 1 µM (A e B) ou com TZDs 10 µM (C e D) por 24 horas para a detecção por Western Blot de p-ACC, um 
marcador de ativação da via de AMPK. Foram realizados 2 experimentos independentes para cada concentração 
de TZD. 
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6 DISCUSSÃO 
 
 

Neste estudo, demonstramos que os novos derivados de TZDs LYSO-7, GQ-150, GQ-

177 e SF-3 não atuam como ligantes de PPARγ. Como consequência disso, esses compostos 

interferem menos intensamente na via de sinalização de Wnt, causando menos prejuízos ao 

processo de diferenciação celular de pré-osteoblastos e pré-adipócitos. A principal observação 

que fizemos foi que apesar de não atuarem como agonistas totais de PPARγ, estimulam a 

utilização de glicose em adipócitos de modo dependente de insulina. 

As TZDs clássicas são ligantes de PPARγ e a ativação suprafisiológica desse receptor 

nuclear pode provocar importantes efeitos adversos incluindo ganho de peso, aumento da 

massa adiposa, edema (FONSECA, 2003), insuficiência cardíaca congestiva (HOME, 2011), 

perda óssea e risco aumentado de fraturas (GREY, 2009). Vários estudos em pacientes têm 

relatado o efeito prejudicial das TZDs clássicas sobre o esqueleto (BERBEROGLU et al., 

2007;  GREY et al., 2007;  KAHN et al., 2006;  KAHN et al., 2008;  SCHWARTZ et al., 

2006;  SOLOMON et al., 2009;  YATURU et al., 2007). A observação de perda óssea e maior 

risco de fraturas em pacientes que utilizam TZDs é muito preocupante, considerando que a 

população para quem estes fármacos são destinados, os diabéticos, já apresentam fragilidade 

óssea, conforme demonstrado em alguns estudos (CUNDY et al., 1985;  JANGHORBANI et 

al., 2007;  KATAYAMA et al., 1996;  MIAO et al., 2005;  MIYATA et al., 1997;  

SCHWARTZ et al., 2002;  VESTERGAARD et al., 2009;  ZHOU et al., 2006).  

PPARγ é descrito como um fator de transcrição essencial para o processo de 

adipogênese (TONTONOZ; SPIEGELMAN, 2008). De modo importante, adipócitos e 

osteoblastos derivam de um precursor mesenquimal comum na medula óssea e evidências 

apontam que o processo de maturação de células tronco mesenquimais na medula óssea é 

alterado pelas TZDs. De fato, tem sido proposto que quando o programa de diferenciação 

adipogênica é iniciado por PPARγ, a diferenciação osteoblastogênica seria reprimida, 

causando um desequilíbrio na homeostase óssea. Assim, os efeitos deletérios ao esqueleto 

associados ao uso das TZDs podem ser conseqüentes do aumento da adipogênese em 

detrimento da osteoblastogênese. Diversos trabalhos corroboram essa hipótese com resultados 

provenientes de estudos in vitro (HASEGAWA et al., 2008;  JEON et al., 2003;  KHAN; 

ABU-AMER, 2003;  LECKA-CZERNIK et al., 1999;  LECKA-CZERNIK et al., 2002) e in 

vivo (ALI et al., 2005;  SOROCEANU et al., 2004;  SYVERSEN et al., 2009). 
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Recentemente, Gustafson et al. (2010) sugeriram um provável mecanismo pelo qual 

agonistas de PPARγ, como as TZDs, inibiriam a osteoblastogênese. Segundo os autores, o uso 

de TZDs promove o aumento de DKK1, um inibidor da via de sinalização de Wnt, com a 

conseqüente atenuação desta via em células precursoras, levando à supressão da 

osteoblastogênese e ao aumento de adipogênese (GUSTAFSON et al., 2010). De fato, existe 

uma clara relação entre a sinalização de Wnt com massa óssea em pacientes bem como 

modelos animais. Por sua vez, a sinalização canônica de Wnt pode promover a formação 

óssea por mecanismos diversos, incluindo a renovação de células tronco, o aumento na 

proliferação de osteoblastos e a indução de osteoblastogênese (KATO et al., 2002;  

NUTTALL; GIMBLE, 2004;  REYA; CLEVERS, 2005).  

Além disso, tratamentos farmacológicos que aumentam a sinalização de Wnt em 

células tronco mesenquimais estimulam a osteoblastogênese e inibem a adipogênese. A 

explicação para isso seria que mediadores gerados pela sinalização de Wnt poderiam bloquear 

a indução dos fatores de transcrição adipogênicos, tais como C/EBPα e PPARγ  (BENNETT 

et al., 2002;  TAKADA, I. et al., 2007). Desse modo, a supressão da sinalização de Wnt 

estimula a adipogênese (BENNETT et al., 2002), como o observado pela indução de PPARγ 

(LIU; FARMER, 2004;  MOLDES et al., 2003;  ROSS et al., 2000). Assim, esses estudos 

sugerem que candidatos a fármacos seguros com relação à homeostase óssea não devem inibir 

a via de sinalização de Wnt. Por essa razão, essa via foi investigada em nosso estudo. Como 

demonstrado, ao contrário da Rosiglitazona, os novos derivados de TZDs não afetam a via de 

sinalização de Wnt, o que foi confirmado pela manutenção dos níveis de β-catenina similares 

ao grupo controle durante o processo de diferenciação de pré-adipócitos e pré-osteoblastos 

murinos. Condizente com esse achado, a adipogênese sofreu poucas alterações com os novos 

compostos, conforme avaliado pela expressão de genes relacionados ao fenótipo de 

adipócitos, não sendo observado modificação no acúmulo lipídico. Adicionalmente, a 

mineralização de matriz e a atividade da fosfatase alcalina também não foram inibidas em 

pré-osteoblastos, apesar de ter sido observado um fraco efeito anti-osteoblástico pela 

supressão de alguns genes relacionados ao fenótipo de osteoblastos (Runx2 e colágeno). Por 

outro lado, foi observado um aumento na expressão gênica de osteocalcina em presença da 

TZD GQ-177, o que pode ter compensado a diminuição de colágeno, mantendo a 

mineralização de matriz em níveis similares ao do grupo controle.  

Interessantemente, verificamos que os novos derivados de TZDs não modificam a 

produção de leptina em adipócitos murinos, ao contrário da Rosiglitazona, que a diminui 



 

 

                                                                                                                                                
                                                                                                                                                 92 
 
 
marcantemente. Pelo fato da leptina ser um hormônio que exerce importantes ações na 

regulação do estoque energético e do metabolismo ósseo, podemos supor que a manutenção 

de seus níveis fisiológicos pelos novos derivados de TZDs seja uma vantagem em relação às 

TZDs clássicas. De fato, a diminuição dos níveis séricos de leptina pode estar associada com 

o ganho de peso em pacientes diabéticos que fazem uso de TZDs, possivelmente por causar 

aumento do apetite (FONSECA, 2003). Além disso, verificou-se que os níveis séricos de 

leptina também estão diminuídos em mulheres com fraturas vertebrais (YAMAUCHI et al., 

2001).  

Apesar de não existirem estudos conclusivos que demonstrem a associação entre 

níveis diminuídos de leptina e risco aumentado de fraturas ósseas, evidências experimentais 

descrevem os benefícios da leptina para o esqueleto. Interessantemente, estudos mostram que 

a administração de leptina aumenta a massa óssea em camundongos ob/ob (STEPPAN et al., 

2000) e atenua a perda óssea em ratas ovariectomizadas (BURGUERA et al., 2001). 

Adicionalmente, outro estudo demonstrou que a adição de leptina à cultura de células murinas 

provocou um aumento da proliferação de osteoblastos e a inibição da osteoclastogênese, 

enquanto que a administração de leptina a camundongos diminui a fragilidade óssea 

(CORNISH et al., 2002). A promoção da osteoblastogênese induzida pela leptina também foi 

evidenciada em linhagem celular humana (THOMAS et al., 1999). Então, é possível que a 

ausência de efeito inibitório sobre a produção de leptina também seja um fator que colabore 

para a maior segurança dos compostos avaliados em nosso estudo. Entretanto, é importante 

ressaltar que o nosso estudo não foi delineado especificamente para investigar se as TZDs 

também afetam a osteoblastogênese indiretamente, via tecido adiposo modificando a 

produção de leptina. Portanto, mais estudos são necessários para elucidar essa questão.  

Desse modo, temos demonstrado de maneira consistente que os novos derivados de 

TZDs apresentam vantagens terapêuticas com relação às TZDs clássicas do ponto de vista de 

segurança por afetarem menos intensamente a diferenciação celular de pré-adipócitos e pré-

osteoblastos. Comprovamos, também, que isso se deve ao fato dos compostos não atuarem 

como ligantes de PPARγ e por preservarem inalterada a via de sinalização de Wnt/β-catenina. 

Embora muitos dos efeitos benéficos das TZDs sejam atribuídos à ativação de PPARγ, seus 

efeitos adversos também se devem à ativação excessiva desse receptor. Nesse sentido, alguns 

estudos têm sugerido o planejamento de agonistas parciais de PPARγ como uma estratégia 

para minimizar os efeitos indesejáveis, preservando suas propriedades terapêuticas (AMATO 

et al., 2012;  BERGER et al., 2003;  FUKUI et al., 2000). Por outro lado, não pode ser 
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excluída a possibilidade de que alguns dos efeitos das TZDs ocorram de maneira 

independente da ativação de PPARγ. Na verdade, alguns estudos in vitro comprovam que 

efeitos antiproliferativos (HAN; ROMAN, 2006;  HAZRA et al., 2007), anti-inflamatórios 

(CROSBY et al., 2005), antioxidante (FERGUSON et al., 2009;  LEVONEN et al., 2001) e 

aqueles relacionados ao balanço energético e à função mitocondrial (FEINSTEIN et al., 2005;  

KONRAD et al., 2005) ocorrem de maneira independente da ativação de PPARγ. Nesse 

estudo, apresentamos novos derivados de TZDs que não atuam como ligantes de PPARγ, mas 

que preservam a atividade sensibilizadora de insulina associada a essa classe de fármacos. A 

LYSO-7, GQ-150 e SF-3 aumentaram a utilização de glicose em adipócitos murinos, 

enquanto a GQ-177 além de aumentar a captação de glicose em presença de insulina, reverteu 

a diminuição da captação de glicose causada pela dexametasona.  

O envolvimento de mediadores pró-inflamatórios (DE FILIPPO et al., 2014;  

HOTAMISLIGIL; PERALDI; BUDAVARI, 1996;  SADASHIV et al., 2014) e da 

modificação do perfil de adipocinas, particularmente da diminuição de adiponectina e do 

aumento de resistina (ANTUNA-PUENTE et al., 2008;  ARNER, 2003) é descrito no 

desenvolvimento da resistência insulínica e do diabetes. Sabe-se também que as TZDs 

clássicas podem aumentar a sensibilidade insulínica por diminuírem o processo inflamatório e 

melhorarem o perfil de adipocinas (BASTARD et al., 2006;  SCHAALAN, 2012).  Em nosso 

estudo, os novos derivados de TZDs não foram capazes de induzir qualquer alteração sobre a 

produção de adiponectina e resistina. Adicionalmente, não observamos efeito anti-

inflamatório em adipócitos murinos estimulados com LPS e em macrófagos de linhagem 

humana estimulados com ácido palmítico, conforme demonstrado pela ausência de efeito 

sobre a expressão de IL-6, CCL2/MCP-1, TNF-α e p-cJun. Contrariamente ao que 

observamos, um estudo prévio demonstrou que a LYSO-7 apresenta atividade anti-

inflamatória em macrófagos murinos pela diminuição da expressão gênica de CCL2/MCP-1, 

COX-2, iNOS e VCAM, reduzindo a área de lesão aterosclerótica em camundongos LDLr-/- 

submetidos a dieta hipercolesterolêmica (CÉSAR, 2013). No mesmo estudo, efeitos 

semelhantes foram encontrados com a GQ-177, tanto pela diminuição de mediadores pró-

inflamatórios em macrófagos, como pela diminuição das lesões ateroscleróticas em 

camundongos. Adicionalmente, Santin et al. (2013) demonstraram a atividade anti-

inflamatória da LYSO-7 em camundongos submetidos à lesão gástrica induzida por 

etanol/HCl (SANTIN; DAUFENBACK; et al., 2013). Em outro estudo, os autores 

confirmaram o efeito anti-inflamatório da LYSO-7 pela diminuição da produção de IL-1β e 
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de NO por neutrófilos murinos. Demonstraram, ainda, que a LYSO-7 apresenta atividade pan-

agonista (ativação de PPARγ, PPARα e PPARβ/δ) e que os efeitos anti-inflamatórios são 

eliminados pelo GW9962, um antagonista específico de PPARγ, sugerindo que os efeitos anti-

inflamatórios da LYSO-7 são decorrentes da ativação desse receptor (SANTIN; UCHOA; et 

al., 2013). César (2013) também constatou a ativação de PPARα e PPARγ pela LYSO-7 e 

ativação de PPARγ pela GQ-177. Em nosso estudo, porém, não foi observada a ativação de 

PPARγ no ensaio de gene repórter com nenhuma das TZDs avaliadas. Esse resultado pode ser 

explicado por termos utilizado vetores que continham apenas o domínio de ligação de PPARγ. 

Portanto, nossos resultados apontam que os novos derivados de TZDs não atuariam como 

ligantes desse receptor nuclear. 

Embora não tenhamos observado que a GQ-177 atua como um ligante de PPARγ, 

verificamos que aumenta a expressão de genes-alvo de PPARγ em pré-adipócitos murinos em 

processo de diferenciação celular. De fato, a adição de GQ-177 à cultura celular de pré-

adipócitos induziu o aumento significativo da expressão gênica de PPARγ2, C/EBPα, FABP4 

e CD36 e do nível protéico de CD36. Por outro lado, em linhagem humana de pré-adipócitos, 

verificamos ausência de efeito adipogênico com a GQ-177. Essas diferenças de resultados 

podem ser explicadas de modo plausível pelas diferenças experimentais entre o nosso estudo e 

os demais citados anteriormente. Em nosso estudo, trabalhamos com linhagens murinas e 

humanas de adipócitos e linhagem humana de macrófagos, utilizando como estímulo pró-

inflamatório o LPS ou o ácido palmítico, enquanto nos demais estudos trabalhou-se com 

macrófagos e neutrófilos de linhagens murinas, utilizando como estímulos LPS isoladamente 

ou em associação com IFN-γ. Além disso, os outros estudos também investigaram os efeitos 

anti-inflamatórios in vivo, utilizando modelos complexos, enquanto realizamos somente 

estudos in vitro. É possível, ainda, que diferenças nos lotes de GQ-177 possam ter contribuído 

para as diferenças encontradas no nosso estudo com relação aos resultados de expressão de 

marcadores de fenótipo adipogênico em linhagem murina e humana de pré-adipócitos. 

Diferenças entre os diferentes lotes de síntese de LYSO-7 também poderiam explicar as 

diferenças entre os resultados de ativação de PPARγ e atividade anti-inflamatória em 

comparação com os estudos de César (2013) e Santin et al. (2013). 

 Outra observação interessante que fizemos foi que os novos derivados de TZDs 

modificam a atividade mitocondrial em adipócitos e macrófagos de linhagem humana. A 

LYSO-7 aumentou a redução de MTT a formazana, enquanto GQ-150, GQ-177 e SF-3 a 

inibiram em ambas as linhagens celulares. Ao investigarmos a função mitocondrial utilizando 
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o ensaio de fluxo extracelular, verificamos que a LYSO-7 e a SF-3 inibem de modo 

significativo a respiração celular em macrófagos de linhagem humana. Houve diminuição do 

consumo de oxigênio e modificação da taxa de glicólise, sugerindo que a relação ATP/ADP 

também poderia ser alterada por tais compostos. Baixos níveis de ATP estimulam a via de 

sinalização de AMPK, que funciona como um sensor de energia celular, reconhecidamente 

importante para a regulação de vários processos celulares, como metabolismo de carboidratos, 

lipídios e proteínas, proliferação e morte celulares e homeostase cardiovascular. De fato, a 

inibição da função mitocondrial pelas TZDs tem sido relatada como um efeito que ocorre de 

maneira independente da ativação de PPARγ em diferentes tipos celulares. Além disso, a via 

de AMPK tem sido apontada como um fator-chave relacionando a inibição da mitocôndria 

com os efeitos sobre o metabolismo de glicose e lipídios que se seguem após o uso de TZD 

(BRUNMAIR et al., 2004;  SANZ et al., 2011;  SCATENA et al., 2004). Adicionalmente, no 

estudo realizado por César (2013), foram observados efeitos sobre o metabolismo de lipídios 

e glicose em camundongos LDLr-/- após tratamento com LYSO-7 ou GQ-177. LYSO-7 

diminuiu as concentrações plasmáticas de colesterol total e triacilgliceróis, enquanto a GQ-

177 aumentou as concentrações plasmáticas de HDL-colesterol. Considerando as 

similaridades entre os efeitos metabólicos da ativação da via de AMPK e os apresentados 

pelos novos derivados de TZDs avaliados em nosso estudo (aumento da utilização de glicose) 

e pelos estudos de César (2013) – efeitos anti-inflamatórios e melhoria do perfil sérico 

lipídico – e de Santin et al. (2013) – efeitos anti-inflamatórios – nos questionamos se esses 

compostos poderiam atuar como ativadores de AMPK. Condizente com essa hipótese, nos 

dois primeiros experimentos utilizando macrófagos humanos, observamos um aumento da 

fosforilação de ACC, o que sugere ativação de AMPK pela LYSO-7 e SF-3 na concentração 

de 1 µM. Entretanto, não observamos ativação de AMPK nos experimentos seguintes 

utilizando a concentração de 10 µM de TZD. Uma explicação possível para a variação dos 

resultados seria a precipitação dos compostos na concentração de 10 µM quando adicionados 

no meio de cultura. Além disso, o grau de precipitação variou bastante entre os experimentos, 

o que também pode explicar a variação dos resultados. Apesar de nossos resultados com 

relação à ativação de AMPK pelos novos derivados de TZDs não serem conclusivos, esta é 

uma questão que merece mais investigação. A avaliação da atividade dos novos derivados de 

TZDs sobre a função mitocondrial e via de AMPK em linhagem de hepatócitos, assim como o 

estudo dos efeitos de tais compostos sobre os níveis séricos de lipoproteínas e de glicose em 
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um modelo murino de síndrome metabólica poderão contribuir para a elucidação dos 

mecanismos pelos quais os novos derivados de TZDs exercem seus efeitos benéficos in vivo. 

Em conclusão, apresentamos novos derivados de TZDs que não atuam como ligantes 

de PPARγ e que afetam menos intensamente a diferenciação de adipócitos e osteoblastos. 

Além disso, tais compostos parecem inibir a respiração celular, conforme demonstrado pela 

diminuição do consumo de oxigênio em macrófagos, e retêm a atividade sensibilizadora de 

insulina em adipócitos murinos. Mais estudos são necessários para elucidar os mecanismos 

responsáveis por esses efeitos, bem como para estabelecer se os novos derivados de TZDs são 

mais seguros in vivo, com relação ao risco de fraturas ósseas e ganho de massa adiposa. Se 

existe relação entre a inibição da função da mitocôndria, via de AMPK, as propriedades 

antiaterogênicas e melhoria do perfil lipídico e glicêmico pelos novos derivados de TZDs in 

vivo, este é um assunto que permanece a ser elucidado e para isso mais estudos são 

necessários. 
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7 CONCLUSÕES 
 
 
 

� GQ-89 apresentou menores efeitos antiosteoblásticos quando comparado com a 

Rosiglitazona. Apesar da diminuição da expressão gênica de Runx2 e colágeno, a GQ-

89 não interferiu na via de sinalização de Wnt/β-catenina, aumentou a atividade da 

fosfatase alcalina e manteve a mineralização de matriz comparável à apresentada pelo 

Controle; 

 

� GQ-177 manteve o efeito sensibilizador de insulina, com menores efeitos 

antiosteoblásticos e adipogênicos em linhagens celulares murinas e com ausência de 

efeitos adipogênicos em linhagem celular humana. A GQ-177 demonstrou não ser um 

ligante de PPARγ, mas estimulou em menor magnitude genes-alvos desse receptor 

(C/EBPα, FABP4, CD36) em pré-adipócitos murinos e estimulou a expressão de 

PPARγ2. A GQ-177 aumentou a expressão gênica de osteocalcina, manteve a 

atividade da fosfatase alcalina e a mineralização de matriz comparáveis às 

apresentadas pelo Controle, apesar de ter diminuído a expressão gênica de Runx2 e 

colágeno como a Rosiglitazona. Por não ter se comportado como um ligante de 

PPARγ e a ausência de efeito sobre a via de sinalização de Wnt/β-catenina podem 

explicar os menores efeitos antiosteoblásticos e adipogênicos da GQ-177. Não foi 

observado efeito da GQ-177 sobre a produção de adipocinas em adipócitos de ambas 

as linhagens murina e humana, e de mediadores pró-inflamatórios em adipócitos 

murinos e em linhagem humana de macrófagos. Apesar de inibir a atividade 

enzimática mitocondrial de adipócitos e macrófagos de linhagens humanas, seu efeito 

sobre a via de sinalização de AMPK foi inconclusivo. Assim, os mecanismos 

responsáveis pelo aumento da captação de glicose com a GQ-177 permanecem a ser 

determinados; 

 

� LYSO-7 não apresentou atividade ligante em PPARγ, o que pode explicar a ausência 

de efeito sobre a via de sinalização de Wnt/β-catenina em pré-adipócitos murinos e a 

ausência de efeito adipogênico em pré-adipócitos murinos e de linhagem humana.  
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Aumentou o consumo de glicose em adipócitos murinos, mas esse efeito não foi 

confirmado no ensaio de captação de glicose.  Não mostrou apresentar efeitos sobre a 

produção de adipocinas em adipócitos de linhagens murina e humana, assim como de 

mediadores pró-inflamatórios em macrófagos de linhagem humana. Apesar de 

modificar a função mitocondrial (aumento da atividade enzimática em adipócitos e 

macrófagos de linhagens humanas, aumento da taxa de glicólise e diminuição do 

consumo de oxigênio em macrófagos de linhagem humana), seu efeito sobre a via de 

sinalização de AMPK foi inconclusivo; 

 

� GQ-150 mostrou não atuar como ligante de PPARγ. Interferiu na expressão gênica de 

β-catenina de maneira não persistente, sem modificar seus níveis protéicos, 

preservando a via de sinalização de Wnt/β-catenina similar à do Controle. Inibiu a 

expressão gênica de C/EBPα, reduziu a expressão gênica e os níveis protéicos de 

CD36, sem modificar o acúmulo lipídico em pré-adipócitos murinos durante o 

processo de diferenciação celular. Aumentou o consumo de glicose em adipócitos 

murinos, mas esse efeito não foi confirmado no ensaio de captação de glicose.  Não 

mostrou apresentar efeitos sobre a produção de adipocinas em adipócitos de linhagens 

murina e humana, bem como de mediadores pró-inflamatórios em macrófagos de 

linhagem humana. Apesar de inibir a atividade enzimática mitocondrial de adipócitos 

e macrófagos de linhagens humanas, seu efeito sobre a via de sinalização de AMPK 

foi inconclusivo; 

 

� SF-3 não demonstrou agir como um ligante de PPARγ. Interferiu na expressão gênica 

de β-catenina de maneira não persistente, sem modificar seus níveis protéicos, 

preservando a via de sinalização de Wnt/β-catenina similar à do Controle. Estimulou a 

expressão gênica de C/EBPα de maneira não persistente, aumentou a expressão gênica 

de FABP4, inibiu a expressão gênica e os níveis protéicos de CD36, sem modificar o 

acúmulo lipídico em pré-adipócitos murinos durante o processo de diferenciação 

celular. Aumentou o consumo de glicose em adipócitos murinos, mas esse efeito não 

foi confirmado no ensaio de captação de glicose.  Não mostrou apresentar efeitos 

sobre a produção de adipocinas em adipócitos de linhagens murina e humana, bem 
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como de mediadores pró-inflamatórios em macrófagos de linhagem humana. Apesar 

de modificar a função mitocondrial (inibição da atividade enzimática em adipócitos e 

macrófagos de linhagens humanas, assim como diminuição do consumo de oxigênio e 

da taxa de glicólise), seu efeito sobre a via de sinalização de AMPK foi inconclusivo. 
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