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RESUMO

SAITO, C. A. 1. Atividade de novos derivados de tiazolidinodionas sobre a diferenciacao
de pré-osteoblastos e pré-adipdcitos. 2014. 117f. (Tese de Doutorado) — Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2014.

As tiazolidinodionas (TZDs) sdo sensibilizadores de insulina utilizados no tratamento do
diabetes mellitus tipo 2. Contudo, apesar dos efeitos benéficos sobre a glicemia, importantes
efeitos adversos incluindo perda dssea e aumento de adiposidade sdo relatados com o uso
clinico das TZDs. Assim, € necessario 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 diferenciacdo celular de pré-osteoblastos murinos MC3T3-El1, pré-adipdcitos
murinos 3T3-L1 e pré-adipdcitos SGBS de linhagem humana. Seus potenciais efeitos sobre a
utilizacdo de glicose, a producao de adipocinas e mediadores pré-inflamatoérios também foram
avaliados, utilizando linhagens murinas e humanas de adipdcitos, e macréfagos THP-1 de
linhagem humana. O principal achado de nosso estudo foi que os novos derivados de TZDs
estimulam a utilizagdo celular de glicose, porém ndo alteram o processo de diferenciacao
celular de pré-osteoblastos e pré-adipécitos, quando comparados com a TZD cldssica
Rosiglitazona. Conforme esperado, o tratamento com Rosiglitazona na concentracdo de 5 uM
inibiu a osteogé€nese de pré-osteoblastos murinos MC3T3-E1. No entanto, o tratamento com 2
novos derivados de TZDs (GQ-89 e GQ-177) na mesma concentracdo ndo afetou a
diferenciagdo celular, sendo possivel observar niveis de mineralizacdo de matriz extracelular
similares aos do grupo controle. Além disso, enquanto a GQ-89 estimulou a atividade da
fosfatase alcalina, a GQ-177 nao modulou sua atividade enzimadtica e induziu a expressao
génica de osteocalcina. Contudo, ambos inibiram a expressdao de Runx2 e coldgeno. Por sua
vez, quando os efeitos foram avaliados sobre a diferenciacdo de adipdcitos, foi possivel
observar que ao contrario do efeito pro-adipogénico constatado com a Rosiglitazona na
concentracdo de 1 uM, as TZDs GQ-150, GQ-177, LYSO-7 e SF-3 foram incapazes de
induzir o acdmulo lipidico em pré-adipdcitos murinos e humanos. Além disso, a GQ-150
inibiu a expressao génica de C/EBPq., assim como a expressdo génica e os niveis protéicos de

CD36, enquanto que a SF-3 estimulou a expressdo génica de C/EBPo e de FABP4 e diminuiu



a expressdao geénica e os niveis protéicos de CD36, os quais ndo foram modificados pela
LYSO-7 em pré-adipdcitos murinos 3T3-L1. No entanto, em pré-adipdcitos SGBS de
linhagem humana, nenhum efeito sobre os marcadores de fenétipo adipogénico C/EBPo e
FABP4 foi observado com os novos derivados de TZDs. Ademais, os novos derivados de
TZDs nao interferiram na via de sinalizacdo de Wnt, ndo apresentaram qualquer efeito sobre a
expressdo de adipocinas (adiponectina, resistina e leptina) e mediadores pro-inflamatorios
(IL-6, CCL2/MCP-1, TNF-a e JNK), bem como ndo ativaram o fator de transcricdio PPARYy
no ensaio de gene reporter. Por sua vez, a LYSO-7, GQ-150 e SF-3 aumentaram o consumo
de glicose em presenca de insulina em adipdcitos 3T3-L1 e modificaram a atividade de
enzimas mitocondriais em adipécitos SGBS e macréfagos THP-1. Entretanto, o efeito
sensibilizador de insulina foi confirmado somente com a GQ-177 pelo aumento da captacao
de glicose e somente a LYSO-7 e a SF-3 foram capazes de inibir o consumo de oxigénio e
modificar a taxa de glicélise em macréfagos, sugerindo que também poderiam alterar os
niveis de ATP/ADP. Considerando que baixos niveis de ATP estimulam a via de sinalizacdo
de AMPK, essa via também foi investigada em nosso estudo. Entretanto, os resultados sobre a
ativacdo de AMPK foram inconclusivos. Desse modo, nossos resultados apontam que os
novos derivados de TZDs ndo atuam como ligantes de PPARY, apresentam atividade
sensibilizadora de insulina in vitro, e que exercem menores efeitos antiosteobldsticos e
adipogénicos quando comparados com a Rosiglitazona. Mais estudos sdo necessdrios para
elucidar os mecanismos responsaveis por esses efeitos, bem como para estabelecer se os
novos derivados de TZDs s@o mais seguros in vivo, com relacdo ao risco de fraturas dsseas e

ganho de massa adiposa.

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



ABSTRACT

SAITO, C. A. 1. Activity of new derivatives of thiazolidinediones on differentiation of
preosteoblasts and preadipocytes. 2014. 117f. (Tese de Doutorado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo 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 SuM, 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 UM, 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/EBPaq, as well as the gene expression and protein levels of CD36,
whereas SF-3 stimulated the gene expression of C/EBPa 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/EBPo 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 o and JNK) and did not activate the
transcription factor PPARY 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 PPARY 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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o-MEM: meio de cultura essencial minimo, desenvolvido por Eagle, modificacdao o
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma condicao complexa e multifatorial, causada por fatores genéticos, e
fisiolégicos, bem como habitos e estilo de vida, sendo os mais significativos a dieta altamente
caldrica e o sedentarismo (NAMMI et al., 2004).

Em 2014, estimou-se que nos Estados Unidos dois tercos dos adultos apresentavam
sobrepeso, enquanto a freqiiéncia de obesidade, que é definida pelo indice de massa corpérea
superior a 30 kg/mz, foi de 34,9% (OGDEN et al., 2014). Apesar da maior notoriedade desta
condicdo em paises desenvolvidos como os Estados Unidos, a obesidade também tem
aumentado nos paises em desenvolvimento. No Brasil, houve um grande aumento nos indices
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 periodo (BRASIL, 2013).

A importancia da obesidade para a satide publica decorre ndo somente de sua elevada
prevaléncia mundial, mas principalmente em virtude das anormalidades metabdlicas e fatores
de risco cardiovasculares aos quais estd associada, que incluem hipertensao, tolerancia
diminuida a glicose, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e dislipidemia. Essas
anormalidades, coletivamente denominadas de sindrome metabdlica ou sindrome X
(REAVEN, 1988), aumentam o risco de morte prematura pelo desenvolvimento de doencgas
cronicas como diabetes mellitus tipo 2, aterosclerose e doencgas cardiovasculares (NAMMI et
al., 2004). Caracterizada pelo excesso de tecido adiposo no abdomen, a adiposidade visceral é
apontada como a principal causa de anormalidades metabdlicas e, desta forma, representa um
importante alvo no tratamento da sindrome metabdlica (MATSUZAWA, 2006).

Durante muito tempo, o tecido adiposo foi considerado apenas um Orgdo passivo,
destinado a reserva do excesso energético na forma de triacilgliceréis. Atualmente, o tecido
adiposo € descrito como um 6rgao enddcrino, responsavel pela producao e secre¢ao de uma
grande variedade de hormonios e de citocinas, também denominadas adipocinas, as quais sdo
importantes para a homeostase energética e para a inflamacdo. No contexto da obesidade,
surgem cada vez mais evidéncias da participacdo de adipocinas pré-inflamatérias no
desenvolvimento das doencgas cardiovasculares e do diabetes mellitus tipo 2, fortalecendo o
papel do estado inflamatdrio cronico observado na obesidade para a patogénese de suas

comorbidades (FISCHER-POSOVSZKY; WABITSCH; HOCHBERG, 2007).
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A obesidade € o principal fator de risco para o desenvolvimento de diabetes mellitus
tipo 2. Em 2013, a prevaléncia mundial de diabetes mellitus tipo 2 era de 382 milhdes de
pessoas, sendo estimado que este nimero assuma propor¢des epidémicas em 2035,
alcancando 592 milhdes de casos (OGDEN et al., 2014). Acredita-se que a prevaléncia de
doencas cardiovasculares também aumente, uma vez que o diabetes € caracterizado ndo
somente pela hiperglicemia, mas também por disfun¢des vasculares de pobre progndstico
(REIFEL-MILLER et al., 2005). A dislipidemia é outro fator de risco cardiovascular
observado no diabetes, a qual é caracterizada por baixas concentragdes séricas de lipoproteina
de alta densidade (HDL-colesterol) e elevadas concentracdes séricas de triacilglicerdis e de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol) (REAVEN, 1988). Portanto, assim como a
diminui¢do da adiposidade visceral e o controle glicémico, o controle da dislipidemia também
€ importante para evitar as complicagdes associadas ao diabetes.

A descoberta dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) como
reguladores importantes do metabolismo energético e da inflamagao despertou o interesse por
esses receptores como possiveis alvos-terapéuticos com aplicacdo em doengas metabdlicas
humanas, particularmente no tratamento da resisténcia a insulina e da dislipidemia. Duas
classes farmacoldgicas, as tiazolidinodionas (TZDs) e os fibratos, foram empiricamente
identificadas, respectivamente, pelas acdes sensibilizadoras de insulina via ativacdo da
isoforma gama (PPARY) (KAWAMATSU; ASAKAWA; SARAIE; IMAMIYA; et al., 1980;
KAWAMATSU; ASAKAWA; SARAIE; MIZUNO; et al., 1980; KAWAMATSU; SARAIE;
et al., 1980) e hipolipemiantes via ativacdo da isoforma alfa (PPARq) (REDDY;
KRISHNAKANTHA, 1975; REIFEL-MILLER et al., 2005). Atualmente, sabe-se que estes
farmacos também podem compartilhar os efeitos hipoglicemiantes e hipolipemiantes
caracteristicos de cada classe, em menor ou maior intensidade.

As TZDs diminuem ndo somente a hiperglicemia, mas também a hiperinsulinemia
compensatéria em pacientes com diabetes tipo 2, bem como exercem efeitos menos
pronunciados sobre os parametros lipidicos (ARONOFF et al., 2000). Por outro lado, os
fibratos melhoram tanto o perfil lipidico como o controle glicEmico em pacientes com
sindrome metabdlica (JONES et al., 1990; STAELS et al., 1998). Além disso, existem
indmeras evidéncias sobre os efeitos anti-inflamatérios de TZDs e fibratos. Esses farmacos
podem inibir a atividade de uma variedade de fatores de transcricdo pré-inflamatdrios, tais
como NF-kB e AP-1 (BLASCHKE et al., 2006; DELERIVE et al., 1999), mediadores pro-
inflamatérios (CABRERO; LAGUNA; VAZQUEZ, 2002) e moléculas de adesdo ao
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endotélio (LI et al., 2004). Estas caracteristicas s@o relevantes para o tratamento do diabetes,
assim como para a prevengao de suas complicagdes cardiovasculares.

Entretanto, a seguranca dos agonistas de PPAR tem sido questionada pela descricdo de
efeitos adversos associados ao seu uso clinico. A ativagdo de PPAR pelos fibratos esta
associada com colelitiase, aumento reversivel das concentragcdes plasméticas de homocisteina,
uréia e creatinina (DAVIDSON et al., 2007) e rabdomiolise (SGRO; ESCOUSSE, 1991). Por
sua vez, ganho de peso consequente da expansdao do tecido adiposo (FONSECA, 2003;
ZHANG, H. et al., 2005), perda 6ssea (GREY, 2008) e maior risco de cancer de bexiga
(MAMTANI et al., 2012) € relatado em pacientes que fazem uso de farmacos da classe das
TZDs. Além disso, estudos de meta-andlise tém correlacionado o uso de TZDs a maior
incidéncia 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 terapéuticos esperados.

Nesse sentido, a drea de desenvolvimento de novos agonistas de PPAR é bastante
complexa. Uma vez que a ativagdo seletiva de cada subtipo de PPAR estd associada a efeitos
deletérios, a determinacdo do subtipo desse receptor nuclear mais adequado como alvo
farmacoldgico nas doengas metabdlicas e inflamatorias € uma tarefa desafiadora. Desse modo,
uma nova abordagem para o desenvolvimento de fairmacos agonistas de PPAR consiste na
sintese de agonistas capazes de ativar todas as isoformas de PPAR (pan-agonistas) ou ainda
duas isoformas desse receptor (agonistas duais).

Em razdo de muitos pacientes com resisténcia a insulina também apresentarem
quadros de dislipidemia, especula-se que agonistas duais de PPAR (agonistas PPARo/Y) que
combinem os efeitos hipolipemiantes da ativacdo de PPARa com os efeitos sensibilizadores
de insulina da ativacdo de PPARY (LALLOYER; STAELS, 2010), além das propriedades
anti-inflamatérias de ambos proporcionariam vantagens terapéuticas. Entretanto, a
possibilidade de somatério de efeitos adversos ndo pode ser descartada. Segundo Balakumar
et al. (2007), a opg¢do terapéutica mais apropriada seriam farmacos com atividades agonistas
equilibradas para PPARo/y, para evitar efeitos deletérios pela ativagdo suprafisiologica de
ambos os receptores (figura 1) (BALAKUMAR et al., 2007). Por outro lado, a utilizacao de
pan-agonistas (PPARo/B/d/y) também tem sido proposta em alguns estudos. A ativagdo
simultinea de PPARa e PPAR[/S contribuiria positivamente para contrabalancear o ganho de

peso proporcionado pelo agonismo de PPARY, uma vez que j4 foi observado que a ativagdo
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seletiva de PPARo (GUERRE-MILLO et al., 2000; MANCINI et al., 2001) ou de PPARP/S
(WANG et al., 2003) pode diminuir a adiposidade em modelos experimentais de obesidade.
Portanto, a expectativa € que o uso de pan-agonistas resultaria na manutencdo dos efeitos
hipoglicemiantes e hipolipemiantes caracteristicos, respectivamente, de agonistas de PPARye
PPARa, mantendo ou diminuindo o peso corporal, em consequéncia do agonismo de

PPARP/6 (HARRINGTON et al., 2007).
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Figura 1: Sinergismo de agdes benéficas promovidas por agonistas duais de PPARo/y
(BALAKUMAR et al., 2007).

Outra abordagem seria o conceito de moduladores seletivos de PPAR, que tem o
objetivo de gerar agonistas com um perfil terapéutico especifico. Segundo essa estratégia, o
agonista, ao interagir com o PPAR, induz uma mudanga especifica na conformacdo do
receptor, resultando em recrutamento de coativadores e em regulacdo transcricional gene-
especifica diferentes (figura 2). Desta forma, modificacdes estruturais em agonistas de PPAR
podem gerar alteracdes significativas em suas atividades bioldgicas, permitindo identificar
moléculas com menos efeitos adversos, mas que preservem ou potencializem os efeitos

terapéuticos (LALLOYER; STAELS, 2010).
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Figura 2: Modulagdo seletiva de PPAR. Cada ligante de PPARY provoca mudangas conformacionais
unicas, gerando diferentes padroes de expressdo génica (OLEFSKY; SALTIEL, 2000).

Trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos
(LPSF), filiado ao Grupo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica (GPIT)

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

entidades quimicas com potencial atividade biolégica (MOURAO et al., 2005). A base para o
desenvolvimento de novas moléculas tiazolidinicas dicarboniladas e compostos anédlogos
bioisdsteros como potenciais ligantes tem sido defendida pela sua estrutura heterociclica
contendo carbonilas exociclicas e dtomos de enxofre e nitrogénio que fazem parte do nucleo
pentagonal. As TZDs podem interagir com estruturas moleculares nucleofilicas e eletrofilicas
de biomacromoléculas (alvo terapéutico) e, do ponto de vista reacional, apresentam grande
reatividade. Também podem ser alquiladas na posicdo 3 com haletos de alquila ou arila tanto
em solventes préticos ou apréticos. Possuem, ainda, um grupamento metileno ativo que pode
ser condensado com cetonas ou aldeidos aromdticos. Pela substituicio dos dtomos de
oxigénio da tiazolidino-2,4-diona por enxofre, trés tio-derivados da tiazolidinodiona sdo
teoricamente possiveis: 2-tioxo-tiazolidino-4-ona; 4-tioxo-tiazolidino-2-ona; e a tiazolidino-
2,4-ditiona. Para avaliar a afinidade das TZDs por reagentes orginicos e biomacromoléculas,
foram feitas modificagcbes em sua estrutura quimica visando derivatizagcdes comportando
diversos substituintes, de modo a obter espacos quimicos facilitadores de interacdes

intermoleculares com sistemas bioldgicos. Para tanto, o LPSF desenvolve vias de obten¢ao de
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novas TZDs bioativas, o que culminou com a constru¢ao de uma importante colecao de
moléculas bioativas. Atualmente, esta biblioteca conta com mais de 400 TZDs quimicamente
definidas.

O Laboratério de Bioquimica Clinica da USP coordenado pela Profa Dra Dulcineia
S.P. Abdalla, em colaboragdao com o Prof. Dr. Ivan da Rocha Pitta do LPSF da UFPE, tem
explorado nos ultimos anos as propriedades farmacoldgicas de novos derivados de TZDs.
Resultados promissores t€ém 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-inflamatérias (FAINE et al., 2011). Os novos
derivados LYSO-7, GQ-145 e GQ-177 inibem a progressdao de lesdes aterosclerdticas em
camundongos knockout para o gene do receptor de LDL submetidos a uma dieta
hipercolesterolémica (CESAR, 2013). Além disso, propriedades anti-inflamatérias similares
as da Rosiglitazona sdo observadas com esses compostos em cultura de macréfagos murinos e
células endoteliais HUVEC.

Neste estudo, investigamos os efeitos de novos derivados de TZDs sobre o processo de
diferenciagdo celular de pré-adipdcitos murinos € humanos, assim como de pré-osteoblastos
murinos. Adicionalmente, avaliamos a via de sinalizacdo de Wnt no contexto da diferenciacao
celular. Investigamos se os compostos apresentam efeitos sensibilizadores de insulina em
adipdécitos murinos e o papel das adipocinas, de mediadores pré-inflamatérios e da via de
sinalizacdo de AMPK nesse processo, utilizando ambas as linhagens murina e humana de

adipdcitos e macréfagos de linhagem humana.
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2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido adiposo, inflamacao e PPAR: implicacoes na obesidade

O tecido adiposo € o principal reservatdrio energético do organismo. Os adipdcitos sao
as unicas células especializadas no armazenamento de lipidios na forma de triacilglicerol em
seu citoplasma, sem que isto seja nocivo para sua integridade funcional. Essas células
possuem todas as enzimas e proteinas reguladoras necessdrias para sintetizar acidos graxos
(lipogénese) e estocar triacilglicerol em periodos em que a oferta de nutrientes é abundante, e
para mobilizd-los por meio da lip6lise quando ha deficiéncia calérica. Desse modo, a
regulacdo desses processos ocorre por meio de nutrientes e sinais aferentes dos tradicionais
sistemas neurais € hormonais, e depende das necessidades energéticas do individuo (AHIMA;
FLIER, 2000).

Em mamiferos, existem dois tipos de tecido adiposo, o branco e o marrom. Este tltimo
tecido € composto por adipdcitos menores em tamanho, com multiplas goticulas de gordura e
um numero maior de mitocOndrias. Essas células sdo especializadas em gerar calor,
predominantemente pela oxidacao de dcidos graxos e participam da regulacao da temperatura
corporal. Em fetos e recém-nacidos estdo localizados na regido intraescapular, enquanto que
em adultos distribui-se nas regides supraclavicular, suprarrenal e cervical (CANNON;
NEDERGAARD, 2004).

Por outro lado, os adipdcitos do tecido adiposo branco sdo células maiores em
tamanho, com poucas mitocondrias e uma gota Unica de gordura e desempenham funcdes
mais abrangentes que o tecido adiposo marrom. Uma vez que constituem depdsitos
localizados em diversas regides do organismo, envolvem ou estdo infiltrados em 6rgdos e
estruturas internas, o tecido adiposo branco pode oferecer prote¢cdo mecanica contra choques e
traumatismos externos, permitindo um deslizamento adequado entre visceras e feixes
musculares, sem comprometer a integridade e funcionalidade dos mesmos. Além disso, pela
distribuicao mais abrangente, que inclui a derme e o tecido subcutaneo, constitui um excelente
isolante térmico, desempenhando um importante papel também na manutencdo da

temperatura corporal (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).
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O tecido adiposo foi considerado por muitos anos um 6rgao passivo, cuja unica fungao
seria 0 armazenamento energético. No entanto, com a descoberta recente de uma variedade de
compostos bioativos, denominados adipocinas, os quais sdo produzidos e secretados pelo
tecido adiposo, a funcdo enddcrina deste tecido comecou a ser reconhecida. Até o0 momento,
mais de uma centena de adipocinas ja foram identificadas, incluindo &4cidos graxos,
prostaglandinas e esteroides, assim como proteinas complexas (FISCHER-POSOVSZKY et
al., 2007).

As adipocinas podem exercer funcdes locais ou atuar em regides distantes de onde
foram produzidas. Elas estabelecem uma rede de comunicagdes com outros tecidos e 6rgaos
tais como musculo esquelético, cortex adrenal, cérebro e sistema nervoso simpdtico,
contribuindo para efeitos fisiolégicos como o controle do apetite, balanco energético,
metabolismo lipidico, modulacio da imunidade, sensibilidade a insulina, angiogénese,
pressao arterial e homeostase, conforme descrito resumidamente na tabela 1 (FONSECA-
ALANIZ et al., 2006; RONTI; LUPATTELLI; MANNARINO, 2006).

As adipocinas estdo envolvidas também em condicdes patolégicas, como ocorre na
obesidade. De fato, o acimulo de gordura, particularmente visceral, induz alteracdes no perfil
de producdo e secrecdo de adipocinas que sdo observadas nesta condi¢do e acompanhadas por
anormalidades metabdlicas como resisténcia a insulina, hipertensao e dislipidemia, as quais
caracterizam a sindrome metabodlica. Entre as diversas adipocinas secretadas pelo tecido
adiposo, destacam-se a leptina, a adiponectina, a adipsina, a resistina, o fator de necrose
tumoral o (TNF-a), o inibidor 1 do ativador de plasminogénio (PAI-1), o fator 1 de
crescimento insulina-simile (IGF-1), a proteina 1 quimioatrativa de macréfagos (CCL2/MCP-
1) e a visfatina (QUEIROZ et al., 2009). Com excecdo quase que Unica da adiponectina, a
produgdo e a secrecdo desses diversos fatores se intensificam com a obesidade (FRUHBECK
et al., 2001), sendo muitos deles, como o TNF-qa, a resistina, o PAI-1, a interleucina 6 (IL-6) e
o CCL2/MCP-1, diretamente associados a indu¢do de resisténcia a insulina, a
hipercoagulabilidade e a aterogénese. Por sua vez, esses processos podem gerar hipertensao,
agravamento de estados pré-inflamatérios e aumentar o risco de eventos cardiovasculares e
acidentes tromboembolicos (HAUNER, 2004). Além disso, a diminuicdo na secrecdo de
adiponectina pode contribuir também para este quadro, pois esta adipocina possui ndo
somente atividade sensibilizadora de insulina como também exerce efeitos anti-inflamatdrios
(GIL-CAMPOS; CANETE; GIL, 2004). Assim, este perfil de adipocinas, predominantemente

pré-inflamatério em conjunto com baixas concentragdes de adiponectina, correlaciona-se
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fortemente com a sindrome metabdlica e € considerado um fator de risco para o

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

REAL; RICART, 2003).

Tabela 1: Adipocinas e seus efeitos bioldgicos.

Adipocinas Efeitos bioldgicos
_ _ Aumenta a sensibilidade a insulina, tem acdo anti-inflamatéria e atenua a
Adiponectina
progressdo da aterosclerose.
Sinaliza o sistema nervoso central sobre os estoques corporais de energia
Leptina (sinal de saciedade), inibe a lipogénese, estimula a lipdlise, melhora a
sensibilidade a insulina e tem efeito angiogénico.
Pré-inflamatério, lipolitico, reduz a sensibilidade a insulina, inibe a
IL-6 gliconeogénese, aumenta a sintese hepética de novo de 4cidos graxos e
colesterol.
PAI-1 Inibe a ativacdo do plasminogénio, inibindo a fibrindlise.
o Ativa a via alternativa do complemento, estimula o estoque de
Adipsina TN o L
triacilgliceréis no tecido adiposo e inibe a lipdlise.
Lipolitico, aumenta o consumo energético, inibe a sintese de adiponectina e
TNFG o oqe [N .
reduz a sensibilidade & insulina.
Resistina Aumenta a resisténcia a insulina.
Angiotensinogénio  Precursor da angiotensina II, estd envolvido na regulacdo da pressdo arterial.
IGF-1 Estimula a proliferacdo e diferenciacdo de adipdcitos.
CCL2/MCP-1 Infiltracdo de macréfagos e induz resisténcia a insulina.
o Insulinomimético produzido predominantemente pelo tecido adiposo
Visfatina .
visceral.
Produzidos pela a¢do da aromatase, corresponde a principal fonte
Estrégenos _
estrogénica em homens e em mulheres apds a menopausa.
. o Pela acdo da enzima 11-hidroxiesteroide desidrogenase, gera cortisol a
Glicocorticoides

partir de cortisona.

Atualmente, considera-se que as alteragdes metabdlicas associadas a obesidade e suas

complicacOes sejam decorrentes de um tipo especifico de obesidade, denominada obesidade

hipertréfica. No adulto, a expansdo do tecido adiposo pode ocorrer pelo aumento do tamanho

dos adipdcitos preexistentes (hipertrofia), pelo aumento do nimero de adipdcitos a partir de

células precursoras, como pré-adipdcitos e células tronco mesenquimais (hiperplasia), ou por
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ambos os processos (SPALDING et al., 2008). A obesidade hiperpldsica ndo estd relacionada
com anormalidades metabdlicas, possivelmente porque neste tipo de obesidade ha predominio
de adipdcitos jovens e pequenos, os quais possuem grande capacidade de produgdo de
adiponectina e baixa produ¢do de adipocinas pré-inflamatérias. Entretanto, a medida que os
adipdcitos vao se tornando hipertréficos pelo aumento dos depdsitos de triacilglicerdis, estas
células passam a produzir grandes quantidades de adipocinas pré-inflamatdrias, e apresentam
uma capacidade limitada de producao de adiponectina (QUEIROZ et al., 2009). Este quadro
inflamatério pode ser agravado pela infiltracio de macréfagos no tecido adiposo. De fato, o
predominio de adipdcitos hipertréficos reduz o fluxo sanguineo e, em tultima instancia, induz
hipéxia, bem como inflamacao e recrutamento de macréfagos (GOOSSENS, 2008).

Os macroéfagos, por sua vez, produzem uma variedade de citocinas pro-inflamatdrias
como TNFa, CCL2/MCP-1 e IL-6. Além disso, as citocinas produzidas pelos macréfagos
estimulam a producdo de adipocinas pré-inflamatérias (FLOWER et al., 2003) e o
recrutamento de mais macréfagos para o tecido adiposo (SARTIPY; LOSKUTOFF, 2003),
amplificando ainda mais a inflamagao neste tecido, com reflexos sistémicos. Sendo assim, em
virtude da disfun¢do metabdlica observada na obesidade estar fortemente associada com a
inflamacdo, a obesidade tem sido classificada como uma doenga inflamatdria cronica.

A obesidade hipertréfica também provoca mudancas estruturais e metabdlicas em
outros 6rgdos além do tecido adiposo (STIENSTRA et al., 2007). Citocinas produzidas pelo
tecido adiposo inflamado inibem a adipogénese e a capacidade de armazenar triacilglicerdis,
provavelmente por estimularem a via de sinalizacdo Wnt (GUSTAFSON; SMITH, 2006), o
que pode justificar a ocorréncia de actimulo ectdpico de lipidios em musculo esquelético,
figado e pancreas. O grau de infiltracdo de lipidios nestes tecidos correlaciona-se fortemente
com a resisténcia a insulina observada em obesos (YKI-JARVINEN, 2002). Corroborando
estes achados, foi observado que o aumento de CCL2/MCP-1 produzido por adipdcitos pode
favorecer a esteatose hepdtica em obesos, uma vez que esta adipocina parece estimular o
estoque hepdtico de triacilglicer6is (KANDA et al., 2006). Além disso, a ativagdo cronica do
NF-kB  por adipocinas pré-inflamatérias induz um estado de inflamag¢do no figado,
caracterizado por producdo de proteinas de fase aguda e infiltracdo de macréfagos, que
contribui para o desenvolvimento de resisténcia a insulina naquele 6rgao (ARKAN et al,,
2005; CAlet al., 2005).

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

mundial, a obesidade tem sido considerada um sério problema de saide publica em muitos
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paises. Portanto, terapias mais eficazes para prevenir o surgimento de doengas relacionadas a
obesidade como o diabetes, a aterosclerose e as doencas cardiovasculares sdo necessarias.
Nesse sentido, farmacos que atuam nos PPAR tém despertado bastante interesse, ja que estes
receptores estdo envolvidos na regulacdo da inflamacgdo e do metabolismo energético, sendo
capazes de amenizar as alteragdes metabdlicas causadas pela obesidade, bem como prevenir
suas complica¢des. Como esquematizado na figura 3, a principal funcdo dos agonistas de
PPAR consiste em diminuir a inflamacdo do tecido adiposo, figado e da parede vascular
(STIENSTRA et al., 2007). A tabela 2 relaciona as principais caracteristicas dos subtipos de

PPAR, com énfase na obesidade e suas complicagdes.

Inflamed adipose tissue

) : N\ r—
— - NEF-«B activation et
= l 1, ~  cytokines/ Ing, \\
= 1 - / chemokines ammam”m Y|
e | - V4 N " Pediagy,
’ S
Adipocyte hypertrophy A \ h- 8 .
Macrophage infiltration / \ Vascular wall
i“ “I = %
[ \ /
/ |
Inflammatory mediators PPARs — Cytokifiesfehemokines

Inflamed liver

Lipid accumulation
Inflammatory cell infiltration

Figura 3: Funcdo central de PPAR na inflamag¢do induzida pela obesidade. A obesidade visceral e o
figado gorduroso estimulam a inflamacao no tecido adiposo e no figado pelo aumento de infiltracdo
macrofégica nestes tecidos, resultando em producdo aumentada de citocinas pré-inflamatérias. Pela
inibicdo da expressdo de genes pré-inflamatérios no figado, no tecido adiposo e na parede vascular,
PPAR exercem suas fungdes protetoras na obesidade, evitando sua progressio e complicagdes
(STIENSTRA et al., 2007).

Atualmente, existem duas classes de agonistas de PPAR em uso clinico, as TZDs
(agonistas de PPARY) e os fibratos (agonistas de PPAR®), que sdo utilizados,
respectivamente, no tratamento da resisténcia a insulina e da dislipidemia. Apesar da
eficiéncia que apresentam no controle das doengas para as quais sdo indicados, problemas
com relacdo a seguranga e a ocorréncia de efeitos adversos t€m estimulado a pesquisa por
novos agonistas de PPAR. Nesse contexto, t€ém sido propostos os conceitos de agonistas duais

(oY) ou pan-agonistas de PPAR (o/B/d/y) bem como de moduladores seletivos de PPAR,
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visando obter novos farmacos que apresentem menos efeitos adversos, mas que preservem ou

potencializem os efeitos terapéuticos.

Tabela 2: Distribuicdo tecidual, agonistas e funcdes bioldgicas de PPAR.

PPAR«Q PPARPB/S PPARY
Tecido adiposo (Y1 e
Y2), musculo
esquelético, cdlon,
Figado, tecido adiposo, pulmdes e macréfagos
musculo esquelético, (1) (LAZAR, 2005);
U coracdo, mondcitos, . Células estromais de
glcsig:ll;llngao macroéfagos e linfocitos Stnallp re;soeél(;e): (PETERS medula 6ssea (GIMBLE
(MANDARD:; ” et al., 1996),

Agonistas naturais

Agonistas sintéticos

Efeitos bioldgicos

MULLER; KERSTEN,
2004)

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

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

Aumenta a oxidacdo de
dcidos graxos
(MANDARD et al.,
2004), aumenta a
concentracao sérica de
HDL-colesterol e
diminui a de
triacilglicer6is (STAELS
et al., 1998);

Efeito hipoglicemiante
(JONES et al., 1990);
Efeitos anti-
inflamatorios
(DELERIVE et al.,
1999) e antiaterogénicos
(LIet al., 2004);
Diminui a hipertrofia do
tecido adiposo
(STIENSTRA et al.,
2007).

Acidos graxos
saturados, poli-
insaturados e
eicosanoides
(LALLOYER;
STAELS, 2010)
Derivados do acido
fenoxiacético
(SZNAIDMAN et al.,
2003)

Efeitos anti-
inflamatérios e
antiaterogé€nicos
(GRAHAM et al.,
2005).

Diminui a adiposidade
(WANG et al., 2003),
melhora o
metabolismo da
glicose e a
sensibilidade a
insulina (LEE et al.,
2006), aumenta a
oxidacao de acidos
graxos (QIN et al.,
2008).

osteoblastos (JEON et
al., 2003), precursores
de osteoclastos
(MBALAVIELE et al.,
2000).

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

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

Promove a adipogénese,
possui efeitos anti-
inflamatorios,
antiaterogénicos e
sensibilizadores de
insulina (TONTONOZ;
SPIEGELMAN, 2008);
Aumenta a concentracio
sérica de HDL-
colesterol (SZAPARY et
al., 2006), diminui a de
triacilgliceréis (YKI-
JARVINEN, 2004) e de
dcidos graxos livres
(MAGGS et al., 1998).
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2.2 Tiazolidinodionas

TZDs, também denominadas glitazonas, sdo agentes sensibilizadores de insulina
amplamente prescritos no tratamento do diabetes mellitus tipo 2 como monoterapia ou em
associacdo 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 previsdo que este nimero aumente em virtude das vantagens que esta nova
classe de antidiabéticos apresenta em relacdo aos demais, como o controle glicémico por
periodo mais prolongado (KAHN et al., 2006) e outras propriedades terapéuticas além da agao
hipoglicemiante, como as a¢des anti-inflamatorias e antiaterogénicas, bem como a melhora de
alguns pardmetros da dislipidemia, incluindo a diminui¢do de triacilgliceréis (YKI-
JARVINEN, 2004) e o aumento de HDL-colesterol (SZAPARY et al., 2006).

Desde a sua descoberta na década de 80, as TZDs tém sido consideradas farmacos
promissores no tratamento do diabetes, inicialmente pela identificacdo de seus efeitos
hipoglicemiantes (LALLOYER; STAELS, 2010). A Troglitazona (Rezulin®) foi a primeira
TZD aprovada para uso clinico, mas foi retirada do mercado no ano 2000 por provocar
toxicidade hepatica (BAILEY, 2000). A partir de entdo, foi dada maior aten¢do para a
seguranca de novos agonistas de PPARY. No mesmo periodo, 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 complicacdes,
alguns efeitos adversos tém sido associados ao uso prolongado destes farmacos, incluindo
aumento de fraturas dsseas (GREY, 2009) e ganho de peso pela formagdao de edema e pelo
aumento da adiposidade (FONSECA, 2003). Por essa razdo, estes farmacos tém sido
utilizados com restri¢des por pacientes com maior risco de fraturas ésseas, como mulheres na
menopausa e individuos com histérico familiar de fraturas. Em 2010, o uso da Rosiglitazona
foi suspenso em alguns paises europeus e no Brasil (BRASIL, 2010) e restrito nos Estados
Unidos pela forte associacdo de seu uso com eventos cardiovasculares, como o infarto do
miocardio (HOME, 2011) e maior risco de cancer de bexiga (MAMTANI et al., 2012).
Atualmente, apenas a Pioglitazona continua em uso no Brasil e na Europa.

Diante desse quadro, faz-se necessario o desenvolvimento de novos fadrmacos da classe

das TZDs, visando obter compostos mais seguros, que preservem os efeitos terapéuticos
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esperados. Apds o risco cardiovascular, a perda 6ssea e o ganho de peso sdo os principais
efeitos adversos que limitam o uso das TZDs, principalmente em pacientes mais propensos a
fraturas. Existem evidéncias de que a perda Ossea seja consequéncia do aumento da
adipogénese na medula dssea, em detrimento da osteogénese. Por essa razdo, neste estudo
investigamos os efeitos de novos derivados de TZDs sobre a osteogé€nese e adipogénese in
vitro, com o objetivo de identificar possiveis candidatos a farmacos com menor potencial
antiosteoblastico e adipogénico.

A seguir, € apresentada uma breve revisao sobre o mecanismo de acdo das TZDs via
ativacdo de PPARY, seus efeitos terapéuticos, assim como os deletérios, com énfase na perda

dssea e na adipogé€nese.

2.2.1 PPARY como receptor bioldgico das TZDs

As TZDs exercem suas acdes sensibilizadoras de insulina pelo agonismo em PPARY,
um membro da familia de fatores de transcricdio PPAR, subgrupo da superfamilia de
receptores nucleares. Por sua vez, outros efeitos teraputicos das TZDs, tais como
propriedades anti-inflamatérias e antiaterogé€nicas também parecem ser mediados pela
ativacdo de PPARY, direta ou indiretamente (TONTONOZ; SPIEGELMAN, 2008).

Duas isoformas de PPARY sdo descritas, PPAR y1 e PPAR v2. Enquanto a isoforma
PPAR y2 é expressa exclusivamente em adipdcitos, a expressdo da isoforma PPARyl ¢é
relatada como sendo predominante no tecido adiposo, embora também tenha sido observada
em outros tecidos incluindo célon, retina, baco, osteoblastos e células hematopoiéticas
(ROSEN et al., 1999; SHAO; LAZAR, 1997; TONTONOZ et al., 1994). Assim como outros
membros da familia de receptores nucleares PPAR, PPAR y forma um heterodimero com o
receptor retinoide X (RXR). A proteina PPAR y possui dominios que sdo encontrados em
aproximadamente todos os receptores nucleares (figura 4). O acoplamento da TZDs ao
dominio de ligacdo ao ligante (LBD) libera repressores, expondo o sitio ativo para a ligacdo
do heterodimero de PPARY-RXR a sequéncias especificas do DNA, localizadas na regido
promotora de genes-alvos, conhecidas como elementos responsivos ao PPAR (PPRE). Desse
modo, a presenca da TZDs provoca mudangas conformacionais por meio do recrutamento de

um complexo de coativadores, que acetila histonas, levando a uma conformagdo mais aberta e
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ativa do nucleossomo, facilitando assim a atividade transcricional de genes especificos (figura
5). PPRE tém sido encontrados em regides regulatérias de inimeros genes envolvidos no

metabolismo lipidico e no balango energético (REGINATO; LAZAR, 1999).

Dimerization

Figura 4: Estrutura do dominio de PPAR y. A proteina do PPAR y2 contém 30 aminodcidos
adicionais na regido N-terminal, quando comparado com PPAR yl. As posi¢des do sitio de
fosforilagdo S112, dominio de ligacdo ao DNA (DBD), dominio de ligagdo ao ligante (LBD) e o sitio
de ativagdo transcricional dependente de ligante (AF2) estdo apresentados na figura. P: sitio de

fosforilagdo; os nimeros correspondem a posi¢do dos aminoacidos. (TONTONOZ; SPIEGELMAN,
2008).

Coactivator complex:

PPARY RXR
DBD DBD
AANTAGGTCANAGGTCA
—_— —_—
PPRE

PPARYy target gene

Figura 5: Mecanismo de ativagdo de PPARY por TZDs. PPARY liga-se a sequéncias especificas de
DNA em genes-alvos como um heterodimero com RXR. TZDs e/ou ligantes de RXR, como o 4cido 9-
cisretinoico, recrutam coativadores para o gene alvo, resultando em aumento de transcri¢cdo pela
atividade de histona acetilase ou por interacdes com a maquinaria de transcri¢do basal. CBP: proteina
ligante de CREB; CREB: proteina ligante do elemento de resposta de AMP ciclico; P/CAF: fator
associado a p300/CBP; SRC1: coativador de receptor de esteroide; TAF: fator associado a TBP; TBP:
proteina ligante de TATA (REGINATO; LAZAR, 1999).
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2.2.2 [Efeitos benéficos das TZDs sobre a resisténcia a insulina, inflamacio e

aterosclerose

As TZDs sdo compostos que apresentam importante a¢do potencializadora sobre a
resposta de tecidos insulino-sensiveis. Por esse motivo, t€ém grande potencial de emprego na
pratica clinica para o tratamento de diabetes mellitus tipo 2 e de diversas morbidades que
cursam com quadro importante de resisténcia a insulina, como obesidade, sindrome
metabdlica e doengas cardiovasculares (SPIEGELMAN, 1998; SUGII et al.,, 2009;
TAKADA, J. et al., 2007).

Apesar dos mecanismos moleculares pelos quais as TZDs exercem seus efeitos
terapéuticos nao estarem completamente elucidados, existem evidéncias de que o tecido
adiposo € o principal 6rgdo envolvido (LALLOYER; STAELS, 2010). O diabetes mellitus
tipo 2 esta relacionado com concentracdes plasmadticas elevadas de acidos graxos livres e
depdsitos de lipidios em outros tecidos além do adiposo, como figado e musculo esquelético.
Este acimulo ectdpico de lipidios estd altamente associado a resisténcia periférica a insulina
em pacientes (YKI-JARVINEN, 2002). De fato, a ativacdo de PPARY promove adipogénese
e, consequentemente, leva a uma redistribuicdo de gordura, aumentando a capacidade de
estoque de triacilglicerdis no tecido adiposo, antes comprometida pela obesidade hipertrdfica,
diminuindo consequentemente o actimulo ectdpico de lipidios e a resisténcia a insulina.
Coerente com essa hipétese, as TZDs diminuem a concentragdo plasmatica de dcidos graxos
livres pelo aumento de sua captacdo e oxidacdo nos adipdcitos (BODEN et al., 2005). Além
disso, as TZDs causam um aumento preferencial do tecido adiposo subcutineo,
provavelmente pela maior expressdo de PPARY neste tecido, com menor efeito sobre o
visceral (LEFEBVRE et al., 1998). Esta redistribuicio de gordura é acompanhada por
aumento da sensibilidade a insulina e pode ser explicada pelo remodelamento do tecido
adiposo, caracterizado pela diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipdcitos pequenos no tecido
adiposo subcutaneo e apoptose de adipdcitos hipertréficos no tecido adiposo visceral e
subcutianeo (CAREY et al., 2002; MIYAZAKI et al.,, 2002; OKUNO et al., 1998). O
aumento do nimero de adipdcitos pequenos no tecido adiposo subcutineo também pode
ocorrer pelo aumento na proliferagao 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 triacilglicerdis no tecido adiposo, evitando
dessa forma o depdsito ectdpico, outra caracteristica dos adipdcitos jovens e pequenos
gerados pelo processo de adipogénese é a modificacdo do perfil de secre¢dao de adipocinas. Ha
diminui¢do de adipocinas pro-inflamatdrias e de resistina, que estdo fortemente associadas
com resisténcia a insulina, e aumento de adiponectina, uma adipocina que € considerada um
sensibilizador endégeno de insulina. A diminuicdo da inflamag¢do do tecido adiposo tem
reflexos positivos no metabolismo de glicose, como o aumento da captacdo de glicose pelo
miusculo esquelético e a supressdo da gliconeogénese hepética. Também ha diminui¢do do
infiltrado de macréfagos no tecido adiposo, com predominancia de macréfagos do subtipo M2
(anti-inflamatério), o que contribui ainda mais para o efeito anti-inflamatério das TZDs

(figura 6).

+ Glucose output FFA

\ Adipokines
Liver Adipose
t Adiponectin =
+ TNF x, resistin, MCP-1 4 Infiltration into fat
1

t+ Glucose
uptake

/ e

Muscle Macrophage

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

Outro efeito terapéutico atribuido as TZDs é a prevengao da aterosclerose. Efeitos
anti-inflamatérios diretos sobre a parede vascular e sobre componentes da placa
aterosclerdtica podem explicar as propriedades antiaterogénicas das TZDs em modelos
animais e in vitro. Estudos tém demonstrado que as TZDs inibem a expressdo de moléculas de
adesdo em células endoteliais (PASCERI et al., 2000), assim como a proliferacdo de células
musculares lisas da parede vascular (LAW et al., 2000) e a formacdo de células espumosas,
diminuindo o nimero e o tamanho de lesdes aterosclerdticas (LI et al., 2004). As TZDs
reduzem a formacdo de espécies reativas de oxigénio em cultura de células endoteliais,
resultante de altas concentracdes de glicose (FUJIISAWA et al., 2009), induzem a formacao de
oxido nitrico (CHO et al., 2004) e apresentam efeitos anti-inflamatoérios, diminuindo TNFa,
proteina C reativa, CCL2/MCP-1 e metaloprotease de matriz-9 (MOHANTY et al., 2004).

Efeitos inibitérios na migracdo e proliferacdo celular, eventos importantes que contribuem
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para a aterosclerose (LAW et al., 2000), bem como a inibi¢do da expressio de VCAM-1 em
células endoteliais (MEHTA et al., 2003), também foram demonstrados com diversas TZDs.

Algumas TZDs também demonstram efeitos independentes da ativacdo de PPARY. De
modo importante, as TZDs atenuam a resposta pressora a norepinefrina e angiotensina II,
prevenindo o desenvolvimento de hipertensdo, por mecanismos independentes de PPARy
(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 antiangiogénicas
em modelos in vitro e in vivo nas concentragdes encontradas no plasma humano apds o
tratamento com esses farmacos (ALJADA et al., 2008; PANIGRAHY et al., 2002; VIJAY et
al., 2009).

A ativacdo da via de sinalizacio de AMPK também tem sido proposta como um dos
mecanismos pelos quais as TZDs exercem seus efeitos terapéuticos de modo independente de
PPARY. Fryer et al (2002) demonstraram que a Rosiglitazona aumenta a relacio AMP/ATP
em cultura primdria de células musculares esqueléticas de camundongos, ocasionando a
ativacdo de AMPK (FRYER; PARBU-PATEL; CARLING, 2002). Este efeito também foi
observado em tecido adiposo e hepético de ratos tratados com Troglitazona ou Pioglitazona
(LEBRASSEUR et al.,, 2006) e em pacientes diabéticos tratados com Pioglitazona
(COLETTA et al., 2009). A ativacdo da via de sinalizacdo de AMPK regula o metabolismo de
glicose e lipidios, o processo inflamatério, a proliferacdo celular e a fun¢do mitocondrial,
sendo sugerida como um possivel alvo terapéutico das TZDs.

Os estudos citados acima propdem diferentes mecanismos das TZDs, dependentes e
independentes de PPARY, que explicam os efeitos benéficos observados em quadros de
resisténcia a insulina, sindrome metabdlica e diabetes mellitus tipo 2. Adicionalmente,
sugerem que as TZDs podem apresentar efeitos protetores contra doencgas cardiovasculares
por apresentarem atividade antiaterogénica. Entretanto, em um estudo realizado em
camundongos diabéticos, o tratamento com Rosiglitazona causou sinais precoces de
cardiomiopatia hipertréfica (HEMMERYCKX et al., 2013). Em pacientes, a utilizacdo de
Rosiglitazona por periodo prolongado tem sido associada com aumento de eventos
cardiovasculares, como faléncia cardiaca, infarto do miocardio (HOME, 2011) e maior risco
de cancer de bexiga (MAMTANI et al., 2012). Portanto, mais estudos sdo necessarios para a
compreensdo das consequéncias da ativacdo prolongada de PPARy (TONTONOZ;
SPIEGELMAN, 2008).
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2.2.3 Efeitos deletérios das TZDs: ganho de peso e perda éssea

A obesidade ¢ uma condicdo que determina o desenvolvimento de resisténcia a
insulina, portanto a perda de peso constitui uma medida preventiva importante para as
complicagdes do diabetes. Entretanto, paradoxalmente, a maioria dos medicamentos
utilizados no tratamento do diabetes causa ganho de peso. Os principais mecanismos

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

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

Eliminacao do estado catabdlico

Retencio de calorias pela eliminacio da glicosuria

Estimulagdo do apetite pela hipoglicemia

Inibicao da lipdlise pela insulina (endégena ou exdgena)
Estimulagdo da lipogénese pela insulina (endégena ou exdgena)
Aumento da adipogénese (agonistas de PPARY)

Retencgdo de fluido e edema

Com relagdo as TZDs, o principal mecanismo de ganho de peso consiste no aumento
de adipogénese, predominantemente no tecido adiposo subcutaneo. Entretanto, também
existem outras causas possiveis de ganho de peso com o uso prolongado destes farmacos
(tabela 4) (FONSECA, 2003). Pacientes que utilizam TZDs apresentam edema, o que pode
contribuir para o ganho de peso. Embora a causa exata da reten¢do de fluidos pelo uso de
TZDs ndo esteja clara, alguns mecanismos t€ém sido propostos, como a estimulacdo da
reabsor¢do de sédio nos tdbulos renais (MUTO et al., 2001), o aumento da atividade do
sistema nervoso simpatico (YOSHIMOTO et al., 1997) e a alteracdo do transporte intersticial
de fons (HOSOKAWA et al., 1999). Outro exemplo é a diminuicdo da concentragdo
plasmdtica de leptina, provavelmente pela inibicdo de sua sintese no tecido adiposo, que €

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

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

Aumento da adipogénese
Estimulagdo do apetite pela hipoglicemia e diminuigdo de leptina
Retencio de calorias pela eliminacio da glicosuria

Retencdo de fluidos
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O efeito adipogénico das TZDs € resultado do agonismo em PPARY, um importante
fator de transcri¢ao adipogénico. Apesar do ganho de massa adiposa ser um efeito indesejavel
em pacientes diabéticos que utilizam TZDs, ele tem efeitos benéficos por favorecer a
hiperplasia do tecido adiposo subcutdneo, evitando o acimulo ectdpico de lipidios e a
inflamacdo, que em conjunto contribuem para as acdes sensibilizadoras de insulina atribuidas
a esses farmacos (SMITH; HAMMARSTEDT, 2010). Entretanto, o aumento de adipogénese
na medula éssea tem sido relacionado a efeitos deletérios para o esqueleto (GREY, 2008).

Considerando que PPARY € expresso em células da medula dssea, como células
estromais, osteoblastos e precursores de osteoclastos, € possivel que a ativagao deste receptor
por TZDs seja responsavel, direta ou indiretamente, pela perda dssea observada em pacientes
diabéticos. Resultados conflitantes t&ém sido encontrados com relacdo ao papel de PPARY para
o desenvolvimento e para a funcdo de osteoclastos, células responsdveis pela reabsor¢do
Ossea. Alguns estudos in vitro mostram que as TZDs inibem a osteoclastogénese (CHAN et
al.,, 2007; MBALAVIELE et al., 2000; OKAZAKI et al., 1999). Contudo, a funcdo e o
desenvolvimento destas cé€lulas ndo foram afetados em animais transgé€nicos deficientes de
PPARY (KAWAGUCHI et al., 2005).

A maioria dos estudos sugere que agonistas de PPARY exercem seus efeitos deletérios
no esqueleto por favorecerem a adipogénese na medula 6ssea, em detrimento da
osteoblastogénese. Segundo essa hipdtese, com a diminui¢cdo do nimero total de osteoblastos,
células responsaveis pela formacdo 6ssea, hd um desequilibrio entre formagdo e reabsorc¢do,
com predominancia deste dltimo, o que determina perda dssea (figura 7). Alguns estudos in
vitro indicam essa hipdtese. Lecka-Czernick et al. (1999) demonstraram que a ativagdo da
isoforma de PPARY?2 por um agonista especifico, Rosiglitazona, converte células da linhagem
osteobldstica para adipdcitos em fase de diferenciacao terminal e suprime irreversivelmente o
fenétipo osteobldstico e a expressao de seus genes especificos (LECKA-CZERNIK et al.,
1999). Em 2002, este mesmo grupo comparou o efeito de uma variedade de ligantes de
PPARY na diferenciacdo das células U-33/y2 em adipdcitos e osteoblastos. Verificaram que
produtos da oxidacdo do 4cido linoleico, o acido 9,10-epoxioctadecanoico (9,10-EOA) e o
acido 9,10-dihidroxioctadecanoico (9,10-DHO) inibem a diferenciagdo de osteoblastos. Por
outro lado, 9-HODE induz a diferenciacdo de adipdcitos sem afetar a diferenciagdo de
osteoblastos. Estes resultados indicam que PPARY?2 estimula multiplas vias de sinalizacao que
promovem a diferenciacdo de adipdcitos, inibicao da diferenciacdo de osteoblastos, ou ambos,

dependendo da natureza do ligante (LECKA-CZERNIK et al., 2002).
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Figura 7: Processo de maturagdo de células tronco mesenquimais na medula déssea € alterado por
TZD. Na auséncia de TZD, o processo de maturacdo de células tronco mesenquimais ocorre de
maneira balanceada para preservar a integridade 6ssea. Contudo, a introdugcdo de TZD altera este
processo de maturacdo em favor da diferenciacio em adipdcitos, prejudicando a de osteoblastos,
provocando diminui¢@o da formagdo dssea (RICHE; TRAVIS KING, 2010).

Hasegawa et al. (2008) observaram em cultura de osteoblastos obtidos de medula
Ossea de ratos reducdo da formacdo de nddulos dsseos e da expressdo de marcadores
relacionados ao fendtipo de osteoblastos (osteopontina, fosfatase alcalina, sialoproteina éssea
e osteocalcina), assim como aumento do nimero de adipdcitos e da expressdo de marcadores
correspondentes ao fendtipo dessas células (lipoproteina lipase, aP2 e adipsina) apds
tratamento com um ligante PPARy-seletivo (HASEGAWA et al.,, 2008). Resultados
semelhantes foram encontrados por outros investigadores, que mostraram que a ativacdo de
PPARY suprime a expressdo de marcadores de fendtipo osteobldstico e a mineralizacdo de
matriz (JEON et al., 2003; KHAN; ABU-AMER, 2003).

Uma vez que tanto adipdcitos quanto osteoblastos derivam de um precursor
mesenquimal comum na medula dssea, tem sido proposto que quando o programa de
diferenciacdo adipogénica € iniciado por PPARY, o de diferenciagdo osteoblastogénica é
inibido, o que explicaria as observagdes apresentadas acima. Recentemente, Gustafson et al.
(2010) sugeriram um provavel mecanismo pelo qual agonistas de PPARy, como as TZDs,
inibiriam a osteoblastogénese. Segundo os autores, o0 uso de TZDs promove o aumento de
DKKI1, um inibidor da via de sinalizacio Wnt, com a consequente atenuagdo desta via em
células precursoras, levando a supressdao da osteoblastogénese € ao aumento de adipogénese
(GUSTAFSON; ELIASSON; SMITH, 2010). De fato, existe uma clara relacdo entre a
sinalizacdo de Wnt com massa 6ssea em humanos e murinos. Evidéncias apontam que a
sinalizagdo canonica de Wnt promove a formacdo dssea por varios mecanismos, incluindo
renovacdo de células tronco, estimulacdo da proliferacio de osteoblastos e indugdo de

osteoblastogénese (KATO et al., 2002; NUTTALL; GIMBLE, 2004; REYA; CLEVERS,
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2005). Além disso, tratamentos farmacoldgicos que aumentam a sinalizacdo Wnt em células
tronco mesenquimais estimulam a osteoblastogénese e inibem a adipogénese.
Funcionalmente, a ativacdo de P-catenina através da sinalizacdo candnica de Wnt inibe a
adipogénese, primariamente por bloquear a inducdo dos fatores de transcricdo adipogénicos
C/EBPa e PPARY. Consistente com essas observagdes, a supressao da sinalizacdo de Wnt
estimula a adipogénese (BENNETT et al., 2002), como o observado pela indu¢do de PPARY
(LIU; FARMER, 2004; MOLDES et al., 2003; ROSS et al., 2000). A figura 8 mostra a
inibicao de C/EBPa e PPARY pela sinalizacao Whnt.
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Figura 8: Regulagdo de fatores de transcricdo adipogénicos (C/EBPa e PPARY) por moléculas de sinalizagdo
extracelular da familia de Wnt. As proteinas Wnt ligam-se a FZDs, gerando sinais intracelulares ndo candnicos e
candnicos. A sinalizagdo candnica de Wnt potencializa a estabilidade de -catenina e reprime a transativagdo de
PPARY e C/EBPa pela via LEF/TCF, enquanto a ndo canonica ativa CaMKII e MAPK quinases, tais como
TAK-1 e TAB2, reprimindo a transativacdo de PPARY via ativagdo de NLK, que forma complexos associados a
cromatina, com CHD7, SETDB1 e PPARY. (MURUGANANDAN; ROMAN; SINAL, 2009).
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A indugdo de perda 6ssea pelo uso de TZDs, como resultado da inibicdo da
osteoblastogénese, 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 nimero e a atividade de osteoblastos (SOROCEANU et al., 2004). Ali et
al. (2004) verificaram que a rosiglitazona atenua a diferenciacdo de osteoblastos e reduz a
taxa de formacdo 6ssea (ALI et al., 2005). Syversen et al. (2009) observaram que ratas
tratadas com Pioglitazona apresentavam perda Ossea e prejuizo da for¢a mecanica quando

comparadas com animais tratados com veiculo (SYVERSEN et al., 2009).
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Outros estudos indicam que a redugdo da atividade de PPARy estimula a
osteoblastogénese e inibe a adipogénese, além de provocar alteragcdes metabdlicas sistémicas.
Akune et al. (2004) verificaram que a diminuicdo da atividade do PPARY2 resulta em
aumento da massa Ossea devido ao aumento do nimero de osteoblastos. Contudo, o aumento
da atividade do PPARY2 induzido pela administracdo de TZD induz a perda dssea, que €
acompanhada por mudangas na composicao celular da medula 6ssea, como diminui¢ao do
nimero de osteoblastos e aumento do nimero de adipdcitos (AKUNE et al., 2004).

Anghel et al. (2007) constataram que a delecdo de um alelo de PPARy em
camundongos prejudicou ndo somente o armazenamento de lipidios, mas também a expressao
de genes envolvidos na captagado e utilizacao de glicose, na via da pentose-fosfato, sintese de
acidos graxos, lipdlise e no transporte de glicerol, assim como na sinalizacdo IR/IGF-1. Essas
alteracdes conduziram a niveis circulantes reduzidos de adiponectina e a uma crise energética
no tecido adiposo branco, causando um decréscimo quase a metade de seu contetdo
intracelular de ATP. Além disso, houve diminui¢ao na taxa metabdlica e na atividade fisica de
camundongos PPARYy (4+/-), que foi abolido pelo tratamento com TZD. Esses resultados
destacam a acdo multifacetada do PPARy na manuten¢do do tecido adiposo e no balango
energético sist€émico (ANGHEL et al., 2007).

Takada et al. (2009) suprimiram a transativacdo de PPARY por meio de duas vias de
sinalizagdo (cascata TAKI1/TAB1/NIK induzida por TNF-o ou por IL-1 e via Wnt ndo
candnica), o que resultou em atenuacdo da adipogénese mediada por PPARy e estimulo da
diferenciacdo osteoblastica a partir de células tronco mesenquimais (TAKADA;
KOUZMENKO; KATO, 2009).

Por outro lado, Samarasinghe et al. (2009) causaram muta¢des em PPARy no dominio
em que o ligante interage com o receptor, mais especificamente modificando os determinantes
de seletividade dos ligantes pelos subtipos de PPAR. Dois aminoicidos do PPARy foram
substituidos pelos correspondentes residuos de PPARo de tal forma que PPARy mut
respondesse preferencialmente ao WY-14643, um agonista de PPAR«, que a Pioglitazona,
uma TZD. PPARY tipo selvagem, quando expresso em pré-adipécitos 3T3-L1, induz
adipogénese apds tratamento com hormoénio ou com TZD. Por outro lado, PPARY mut
bloqueia o aumento de proteinas especificas de adipdcitos induzido por TZD, mas
surpreendentemente ndo evita o aumento dessas proteinas induzido por hormoénio. Os
resultados sugerem que as TZDs e os ligantes enddgenos ndo interagem da mesma maneira no

dominio de ligacdo ao receptor PPARY. Os autores propuseram que ligantes endogenos tém
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propriedades distintas que permitem certa promiscuidade de ligacdo, estimulando o
recrutamento e a liberacao de cofatores de adipogénese (SAMARASINGHE et al., 2009).

Coletivamente, estes estudos confirmam que os efeitos deletérios para o tecido dsseo,
pelo aumento de adipogénese e pela supressdo da osteoblastogé€nese, sdo desencadeados
diretamente da ativacdo de PPARY, uma vez que estes efeitos sdo bloqueados quando a
sinalizacdo de PPARY esta diminuida.

Estudos em humanos também tém demonstrado os efeitos deletérios das TZDs sobre o
tecido 6sseo. De fato, pacientes com diabetes mellitus tipo 2 apresentam diminuicdo das
concentracoes séricas de marcadores de formacdo Ossea, como fosfatase alcalina
(BERBEROGLU et al., 2007; GREY et al., 2007), bem como perda 6ssea (GREY et al.,
2007; SCHWARTZ et al., 2006; YATURU; BRYANT; JAIN, 2007) e aumento da
incidéncia de fraturas (KAHN et al., 2006; KAHN et al., 2008; SOLOMON et al., 2009),
ap6s tratamento com TZDs. Mulheres na pds-menopausa que utilizaram TZDs também
apresentam diminui¢do das concentragdes séricas de marcadores de formacgdo d6ssea, como
osteocalcina e telopeptideo N-terminal do pré-coldgeno tipo 1, e perda 6ssea (GREY et al.,
2007).

A observagdo de perda Ossea e o risco aumentado de fraturas em pacientes que
utilizam TZDs € muito preocupante, considerando que a populagcdo para quem estes farmacos
sdo destinados, os diabéticos, ja apresentam fragilidade Ossea. Estudos epidemioldgicos
mostram que pacientes com diabetes apresentam maior risco de fraturas ndo vertebrais,
principalmente nas regides da coxa, quadril, imero proximal e pés (JANGHORBANI et al.,
2007; MIAO et al., 2005), o que pode ser explicado, em parte, pelo maior risco de quedas em
consequéncia das complicacdes da doenga, como comprometimento visual, neuropatia,
nefropatia e doencas cerebrovasculares (SCHWARTZ et al., 2002; VESTERGAARD;
REJINMARK; MOSEKILDE, 2009). Além disso, € possivel que essas complica¢des tenham
efeitos negativos para a massa d0ssea, causando maior fragilidade. H4 diminui¢do de massa
dssea em maos e pés de pacientes diabéticos com nefropatia e neuropatia, em relacao aqueles
que ndo apresentam essas complicacoes (CUNDY; EDMONDS; WATKINS, 1985;
VESTERGAARD, 2007). Outros estudos sugerem que as grandes quantidades de produtos de
glicacdo gerados em diabéticos alteram a for¢a e o remodelamento 6sseos 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 inovacao no tratamento do diabetes mellitus tipo
2, seus efeitos adversos tém limitado seu uso clinico, o que justifica os esfor¢cos para o
desenvolvimento de novos moduladores de PPARY que mantenham a alta poténcia para o
tratamento do diabetes, mas que apresentem menos efeitos adversos (HIGGINS; DEPAOLL,
2010).

Estudos moleculares mostram evidéncias de que as atividades adipogénica e
antiosteoblastica de PPARY sdo reguladas por vias diferentes. A atividade adipogénica
envolve a ligacdo ao PPRE em regides de regulacao génica, enquanto a antiosteobldstica €
independente de PPRE (LECKA-CZERNIK et al., 2007). De modo similar, as atividades anti-
inflamatorias e antiaterogé€nicas de PPARY também sao reguladas de maneira independente de
PPRE (GLASS; SATJO, 2010).

Coerente com essas evidéncias, alguns estudos mostram que € possivel separar os
efeitos antiosteoblasticos dos adipogénicos utilizando ligantes distintos quimicamente. Em um
modelo in vitro de diferenciacdo celular a partir de células mesenquimais com alta expressao
de PPARY2, diferentes ligantes derivados do 4cido linoleico foram capazes de gerar respostas
diferentes: induziram adipog€nese sem afetar a osteoblastogénese, apresentaram efeito
antiosteoblastico sem induzir adipogénese ou apresentaram ambos os efeitos adipogénico e
antiosteoblastico (LECKA-CZERNIK et al., 2002). Este conceito também foi avaliado in
vivo, usando a TZD Netoglitazona que, apesar de ter apresentado efeitos hipoglicemiantes e
adipogénicos compardveis aos da Rosiglitazona, ndo suprimiu a osteoblastogénese
(LAZARENKO et al., 2006).

Mais estudos sdo necessdrios na area de desenvolvimento de agonistas de PPAR,
principalmente com relagdo a seguranga, por representarem uma estratégia promissora para
combater a inflamac¢do associada a obesidade e, consequentemente, prevenir suas
complicagdes como o diabetes, a aterosclerose e as doencgas cardiovasculares. Em  nosso
estudo, investigamos os efeitos de novos derivados de TZDs sintetizados pelo método de
bioisosterismo sobre a adipogé€nese e a osteogénese in vitro, com o objetivo de identificar

moléculas com menores efeitos adipogénicos e antiosteoblasticos.
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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 diferenciacdo celular de pré-

adipdcitos e de pré-osteoblastos.

3.2 Objetivos especificos

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

TZDs para:
o Awvaliar a viabilidade e a morte celular;

o Investigar a diferenciagdo celular de pré-osteoblastos murinos pela
determina¢do da mineraliza¢do de matriz, da atividade da fosfatase alcalina
e da expressdo de marcadores de osteoblastos (Runx2, coldgeno e

osteocalcina) e da via de sinaliza¢do de Wnt (Dkk1, Wnt10b e B-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 diferenciacdo celular de pré-adipdcitos murinos, avaliando o
acumulo de lipidios, a expressdo de marcadores adipogénicos (PPARY2,

C/EBPa, FABP4 e CD36) ¢ da via de sinalizagdo de Wnt (B-catenina);
o Determinar o consumo e a captacdo de glicose;
o Awvaliar a produgdo das adipocinas resistina e leptina;

o Investigar o processo inflamatério avaliando a expressao génica de IL-6 e

CCL2/MCP-1 em adipdcitos 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 diferenciacdo celular de pré-adipdcitos humanos, avaliando o
actimulo de lipidios e a expressdao dos marcadores de adipécitos C/EBPa e

FABP4;

o Awvaliar a expressdo génica da adiponectina.

» Realizar estudos in vitro com células HEK293T expostas aos novos derivados de
TZDs para investigar se esses compostos ativam PPARY pela ligacao especifica ao

LBD;

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

para:

o Investigar o processo inflamatério avaliando a expressdo génica de p-cJun

e TNF-a em macréfagos humanos THP-1 expostos ao 4cido palmitico;

o Avaliar a fungcdo mitocondrial (atividade de enzimas mitocondriais,

consumo de oxigénio e taxa de acidifica¢do extracelular);

o Investigar a via de sinalizagdo de AMPK.
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4 MATERIAL E METODOS

41 TZDs

Os novos derivados de TZDs avaliados neste estudo foram sintetizados pelo LPSF da
UFPE e estdo sob as patentes: PI 0300997-1 “Compostos arilidenotiazolidinadidnicos com
atividade hipoglicémica” 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 tiazolidinadidnicos com atividade
hipoglicémica” 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 Cecilia Helena de Azevedo Gouveia, do ICB/USP. Os pré-osteoblastos
foram cultivados em meio de cultura a-MEM (Alpha Minimum Essencial Medium, Sigma-
Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibiéticos (penicilina 100
U/ml e estreptomicina 100 mg/ml) (todos obtidos da Life Technologies).

As células 3T3-L1 (linhagem de pré-adipdcitos 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 antibidticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml).

As células SGBS (linhagem de pré-adipdcitos obtidos de pacientes com a Sindrome de
Simpson-Golabi-Behmel) foram cultivadas em DMEM/F12 alta glicose (25 mM), contendo
biotina 33 UM, pantotenato 17 uM (todos da Sigma-Aldrich), CS 10% e antibidticos

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



47

As células THP-1 (linhagem de mondcitos humanos, ATCC) foram cultivadas em
meio de cultura RPMI 1640 (Life Technologies), suplementado com CS 10% e antibidticos
(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
antibidticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml).

As células MC3T3-E1, 3T3-L1 e SGBS foram mantidas em cultura em confluéncia
nao superior a 70%, com troca de meio de cultura a cada 3 dias para as células MC3T3-El e
3T3-L1, e a cada 4 dias para as células SGBS. As células THP-1 foram mantidas em
concentracdo ndo superior a 1x10° células/mL, com troca de meio de cultura a cada 3 dias.
Todas as linhagens celulares foram mantidas a 37°C, em atmosfera imida e com 5% de CO,,

até os procedimentos experimentais.

4.3 Viabilidade celular

A viabilidade celular das linhagens utilizadas neste estudo foi avaliada pelo método de
reducdo de brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il1]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a formazana,
realizado conforme descrito por Denizot e Lang (1986) (DENIZOT; LANG, 1986).

43.1 Células MC3T3-E1

Para a realizacdo deste ensaio, foram cultivadas 1x10* células/poco em placas com 96
pocos, em um volume de 100 uL. Apds 3 horas de incubagao a 37° C, em atmosfera imida e
CO; 5% para permitir a aderéncia celular, o meio de cultura a-MEM suplementado com SFB
10% foi substituido por meio de cultura com SFB 1% e as células foram incubadas por 24
horas. Em seguida, 100 uL de meio de cultura a-MEM suplementado com SFB 1%, contendo
concentracdes variadas de TZDs (0,3125 - 20 uM) foram adicionados. Concentra¢des

equivalentes do veiculo dimetilssulféxido (DMSO) (Merck) presente nos pogos tratados com
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TZDs (0,003125 - 0,2% - v/v) também foram testadas. Apds 24 horas de incubacdo, o meio de
cultura foi removido por inversdo da placa e 50 uL de uma solucdo 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 a 37° C. Ao término desse tempo, o MTT ndo
reduzido foi removido por inversdao da placa e 100 uL de DMSO foram adicionados em cada
poco. As placas foram vigorosamente agitadas por 30 minutos para completa solubilizacdo do
produto formazana. A densidade Optica desse produto, resultante da redu¢do do MTT pelas
enzimas mitocondriais das células viaveis, foi determinada em leitor de ELISA a 580 nm. A
viabilidade celular foi calculada em relacdo as células expostas ao veiculo DMSO. Foram
consideradas concentracdes nao citotoxicas 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 alteracdes. Brevemente, foram cultivadas 5x10° células/poco em uma placa com 96
pocos, em meio de cultura DMEM alta glicose suplementado com CS 10%. Apds incubagdo
durante a noite, o meio de cultura foi substituido 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-adipécitos SGBS foram estimulados a se diferenciarem em adipdcitos,
conforme descrito adiante em diferenciacdo adipogénica, por 48 horas, em placas com 96
pocos e em presenca de concentracdes variadas de TZDs (0,5; 1; 2 uM). As células foram
incubadas com MTT Img/mL por mais 4 horas em atmosfera imida, CO, a 5% e a 37° C.

Ap6s esse periodo, foram adicionados 100 uL de isopropanol: HCI 1M (24:1) e as placas
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foram vigorosamente agitadas por 15 minutos para completa solubilizagdo do produto

formazana. A densidade 6ptica desse produto foi determinada em leitor de ELISA a 560 nm.

4.3.4 Células THP-1

Para a realizacdo desse ensaio em células THP-1, foram cultivadas 1x10* células/poco
em placas com 96 pocos. As células foram estimuladas a se diferenciarem em macréfagos em
presenca de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Sigma-Aldrich) a 100 nM por 24
horas. Em seguida, o meio de cultura foi removido e substituido por meio suplementado com
concentracdes varidveis de TZDs (0,5 — 10 uM) e as células foram incubadas por 24 ou 48
horas. As proximas etapas do ensaio foram realizadas como descrito anteriormente para os

pré-adipécitos SGBS.

4.4 Morte celular

Os pré-osteoblastos MC3T3-E1l e os pré-adipdcitos 3T3-L1 foram estimulados a se
diferenciarem em placas com 6 pogos, em presenga de TZDs, conforme descrito adiante em
diferenciacao celular. Apos o periodo de 28 dias para os pré-osteoblastos, e de 6 dias para os
pré-adipdcitos, a morte celular foi avaliada utilizando o kit para deteccdo de apoptose anexina

V-FITC da Sigma-Aldrich, segundo as instru¢des do fabricante.
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4.5 Diferenciacao celular

4.5.1 Diferenciacio osteogénica

Ap6s tornarem-se 80 a 90% confluentes, os pré-osteoblastos MC3T3-E1 foram
estimulados para se diferenciarem em osteoblastos pela adi¢do de meio de cultura a-MEM
suplementado com SFB 10% e indutores osteogénicos (4cido ascérbico 50 puM, B-
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 periodo de indugdo, as células foram
cultivadas com veiculo (DMSO 0,05%) ou TZDs 5 uM. A diferenciacdo osteogénica foi
verificada pela mineralizacao de matriz (28° dia), atividade de fosfatase alcalina (7°, 14°, 21°e
28’ dias) e expressdo de genes especificos do fendétipo osteobléstico e da via de sinalizagdo de

Whnt por PCR em tempo real (7°, 14° e 28° dias) e Western Blot (B-catenina, no 7° dia).

4.5.1.1 Mineralizacio de matriz

A mineralizacdo de matriz extracelular foi determinada pelo corante alizarina
vermelha S, que torna evidente os depdsitos de cédlcio (GREGORY et al., 2004). Os pré-
osteoblastos foram estimulados a se diferenciarem, conforme descrito anteriormente, em
placas com 24 pogos, na presenca de TZDs SuM, por um periodo de 28 dias. O meio de
cultura foi removido e os pogos lavados 2 vezes com PBS. Foram adicionados 250 uL/pogo
de formalina tamponada 10% para fixacdo das células durante 1 hora. Apds este periodo, os
pocos foram lavados 2 vezes com dgua destilada e corados com 250 uL/poco de alizarina
vermelha S (Sigma-Aldrich) a 2%, pH 4,2, durante 20 minutos, sob agitacao lenta, protegidos
da luz. O corante foi removido, os pogos foram lavados com 4gua destilada e apds secagem
completa, o corante foi extraido de cada pog¢o para quantificacdo. Para tanto, foram

adicionados 300 uL/poco de acido acético (Merck) a 10%, as placas foram incubadas a
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temperatura ambiente, sob agitacdo vigorosa e protegidas da luz durante 30 minutos. Com o
auxilio de uma espéatula, a monocamada de células foi removida, homogeneizada e o volume
obtido transferido para microtubos (Eppendorf). Para potencializar a extracdo do corante, os
tubos foram incubados a 85°C, protegidos da luz, durante 10 minutos. Ao final deste periodo,
os tubos foram incubados no gelo, protegidos da luz, durante 5 minutos para interromper a
extra¢do. Os tubos foram centrifugados a 20000xg, a 4°C, durante 15 minutos e 100 uL/poco
foram transferidos para uma placa com 96 pocos. Apds, foram adicionados 35 puL/pogo de
KOH (Merck) a 10% para ajustar o pH para 4,2 e as absorbancias foram registradas em um
comprimento de onda de 405 nm. A mineralizacdo de matriz foi expressa em relagdo as

células expostas ao veiculo DMSO.

4.5.1.2 Fosfatase alcalina

Os pré-osteoblastos foram estimulados a se diferenciarem, conforme descrito
anteriormente, em placas com 6 pog¢os, na presenga de TZDs 5 UM, por um periodo de 7, 14,
21 ou 28 dias. O meio de cultura foi removido e os pocos lavados 2 vezes com PBS. Em
seguida, foram adicionados 500 uL/poco de dodecil sulfato de sédio (SDS) (Sigma-Aldrich) a
0,1% e as placas foram incubadas a temperatura ambiente, sob agitacdo vigorosa, durante 40
minutos para promover a lise das células. Com o auxilio de uma espatula, a monocamada de
células foi removida e homogeneizada e o volume obtido foi armazenado a —20°C até a
andlise, 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 proteina. As proteinas 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 fenotipo osteoblatico e da via de sinalizacao de Wnt



52

Para as anélises por PCR em tempo real, os pré-osteoblastos foram estimulados a se
diferenciarem, conforme descrito anteriormente, em placas com 6 pogos, na presenca de
TZDs 5 uM, por um periodo de 7, 14 ou 28 dias. Apds esses periodos, 0 meio de cultura foi
removido e foi adicionado 1 mL de Trizol (Life Technologies) por poco para a extragao do
RNA total das células conforme instrugdes do fabricante. O RNA foi quantificado a 260 nm e
sua pureza avaliada a 260/280 nm. Foram consideradas para a andlise somente as amostras
que apresentaram purezas iguais ou superiores a 1,80. Em seguida, 1 pg de RNA total foi
convertido em cDNA utilizando o kit High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Applied
Biosystems), conforme as instrucdes do fabricante. O cDNA das amostras foi armazenado a -
20°C, até a andlise dos marcadores de fendtipo osteobldstico e da via de Wnt, que foi realizada
por PCR em tempo real. As amplificacdes por PCR em tempo real foram realizadas em
duplicatas, utilizando concentracdes finais de ¢cDNA 1 ng/puL, pares de primers (Life
Technologies) 200 nM e reagente Power Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems)
diluido 1:2 por reagao, exceto para o gene do DKKI1, para o qual foi utilizada a concentracao

final de ¢cDNA 2 ng/uL. As reagdes foram conduzidas separadamente com 0s seguintes

oligonucleotideos:
Gene Forward Reverse
Ciclofilina ATGGTCAACCCCACCGTGT TCTGCTGTCATTGGGACCTTGT
Runx2 TTCATTCGCCTCACAAACA GACGCCATAGTCCCTCCTT
al(D) ACTGTCCCAACCCCCAAAG CGTATTCTTCCGGGCAGAAA
colageno
Osteocalcina  CTCTGTCTCTCTGACCTCACAG GGAGCTGCTGTGACATCCATAC
Wntl10b GCTTTCTCCTTCTCCATGCT CTTCTCTCCGAAGTCCATGTC
DKK1 GAGGGGAAATTGAGGAAAGC  GGTGCACACCTGACCTTCTT

As condic¢des da reacdo foram: 95 °C durante 10 minutos para desnaturacdo inicial; 40
ciclos de 95 °C por 15 segundos para término do processo de desnaturacdo e 60 °C por 1
minuto para o anelamento e elongacdo dos primers. O método AACt foi adotado para
determinar a expressdo génica pela subtracdo do Ct do gene da ciclofilina (constitutivo) do Ct
do gene de interesse, sendo os valores expressos como pAct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Para as andlises por Western Blot, os pré-osteoblastos foram estimulados a se
diferenciarem, conforme descrito anteriormente, em garrafas com édrea de 25 cm?, na presenca
de TZDs 5uM, por um periodo de 7 dias. Apds esse periodo, o meio de cultura foi removido,

as garrafas foram lavadas com PBS e as células lisadas com tampao 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 espatula e sonicadas em banho de gelo. Apds, o
lisado foi centrifugado a 10000xg, por 10 minutos, a 4°C, para remog¢ao do material insoldvel.
Os sobrenadantes foram coletados e analisados quanto a concentragdo de proteinas totais pelo
método de BCA, usando um kit comercial (Thermo Scientific). Para todos os grupos
avaliados, a mesma quantidade de proteina (100 pg) foi desnaturada por aquecimento a 95°C,
durante 5 minutos, em tampdo de amostra contendo [-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 solu¢do 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 primério e, apds, com 0
anticorpo secunddrio por mais 1 hora a temperatura ambiente. As incubag¢des foram
conduzidas separadamente para cada anticorpo primdrio, que foi utilizado nas seguintes
dilui¢des: B-catenina (1:1000) (Abcam); B-actina conjugado com peroxidase (1:2000) (Sigma-
Aldrich). Foi utilizado anticorpo secundério anti-mouse diluido 1:5000 (GE Healthcare) para
a andlise da P-catenina. As proteinas marcadas pelos anticorpos foram visualizadas por
quimiluminescéncia usando o sistema de detec¢do ECL Amersham (GE Healthcare) e as

imagens foram documentadas para posteriores andlises.

4.5.2 Diferenciacido adipogénica

Para os estudos de diferenciacdo celular, os pré-adipdcitos 3T3-L1 foram induzidos a
se diferenciarem em adipdcitos no 2° dia apds atingirem 80 a 90% de confluéncia, utilizando
placas ou garrafas de cultura previamente gelatinizadas. Foi adicionado um coquetel
adipogénico composto por DMEM alta glicose, suplementado com 10% de SFB, antibidticos
(penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml), 3-isobutilmetilxantina (IBMX) 0,5 mM e
dexametasona 1 uM (ambos da Sigma-Aldrich) em presenca de TZDs a 1 uM e, apds 3 dias,
50% do volume do meio de cultura foi removido e acrescentado o0 mesmo volume de DMEM
alta glicose, suplementado com 10% de SFB e veiculo (DMSO 0,01%) ou TZDs a 1 uM. As

células foram cultivadas por mais 3 dias.
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Os pré-adipécitos SGBS foram induzidos a se diferenciarem em adipdcitos quando
atingiram 80 a 90% de confluéncia. O meio de cultura foi substituido por DMEM/F12 livre de
soro, suplementado com biotina 33 UM, pantotenato 17 uM, 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 antibiéticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml). Apds 4 dias, as
c€lulas foram expostas a biotina 33 UM, pantotenato 17 uM, 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 periodo de diferenciacdo celular, as células foram cultivadas em presenca
de DMSO 0,01% ou TZDs 1 uM.

O periodo de tempo do inicio do protocolo de diferenciacdo adipogénica até a
avaliacdo das células maduras foi de 6 dias para os adipdcitos 3T3-L1 e de 14 dias para os
adipécitos SGBS. A diferenciacdo adipogénica foi verificada pela avaliacdo do actimulo
intracelular de lipidios (no 6° dia, para os adipdcitos 3T3-L1; no 14° dia, para os adipdcitos
SGBS), pela expressao dos marcadores adipogénicos PPARY2, C/EBPa, FABP4 e CD36 (no
1°, 2° e 6° dias, para os adipdcitos 3T3-L1; no 7° e 14° dias, para os adipicitos SGBS) e de -
catenina, um mediador intracelular da via de sinalizacdo de Wnt conhecida por regular o

processo de adipogénese (no 1°, 2° e 6° dias, para os adipdcitos 3T3-L1).

4.5.2.1 Pré-adipécitos 3T3-L1

4.5.2.1.1 Acumulo de lipidios

Os pré-adipocitos foram estimulados a se diferenciarem, conforme descrito
anteriormente, em placas com 24 pogos. Apds 6 dias de inducdo, o meio de cultura foi
removido e as células foram fixadas com 250 uL/poco de formalina tamponada 3,7%, durante
1 hora. Apos este periodo, os pocos foram lavados 2 vezes com dgua destilada e corados com
250 uL/pogo de oil red O 0,3% (Sigma-Aldrich) em isopropanol 60% (Labsynth), durante 10
minutos. As células foram lavadas com dgua destilada e apds secagem completa das placas, o
corante foi extraido dos pogos para quantificacao pela adicdo de 300 uL/pogo de isopropanol
100%. As placas foram incubadas a temperatura ambiente, sob agitacdo vigorosa, durante 15

minutos. Apds esse periodo, 100 ul/pogo foram transferidos para uma placa com 96 pogos e
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as absorbancias foram registradas em um comprimento de onda de 490 nm. O acimulo de

lipidios foi expresso em relagao as células expostas ao veiculo DMSO.

4.5.2.1.2 Marcadores de fenoétipo adipogénico e da via de sinalizacao de Wnt

Para as andlises por PCR em tempo real, os pré-adipdcitos foram estimulados a se
diferenciarem conforme descrito anteriormente, em placas com 6 pocos por 1, 2 ou 6 dias.
Apbs esses periodos de indugdo, o RNA total das células foi extraido, quantificado e
transcrito em cDNA para andlise de expressao génica, como descrito para os experimentos de
osteogénese. Para a normalizacdo dos resultados, a GAPDH foi utilizada como gene

constitutivo. Seguem, abaixo, os oligonucleotideos utilizados para as reacdes de PCR em

tempo real:
Gene Forward Reverse
GAPDH TCCACTCACGGCAAATTCAACG TAGACTCCACGACATACTCAGC
C/EBPa AGAGCCGAGATAAAGCCAAA ACTGGTCAACTCCAGCACCT
PPARY2 CACAGAGATGCCATTCTGGC GGCCTGTTGTAGAGCTGGGT
FABP4 GCGTGGAATTCGATGAAATCA CCCGCCATCTAGGGTTATGA
CD36 TTTCCTCTGACATTTGCAGGTCTA AAAGGCATTGGCTGGAAGAA
B-catenina GTGCTGAAGGTGCTGTCTGT TAGTCGCTGCATCTGAAAGG

Os pré-adipdcitos foram estimulados a se diferenciarem em garrafas de cultura com
drea de 25 cm’ por 6 dias para as andlises por Western Blot, que foram realizadas como
descrito anteriormente. Para a avaliagdo das proteinas de interesse, as incubacdes foram
conduzidas separadamente para cada anticorpo primdrio, que foi utilizado nas seguintes
diluigdes: B-catenina (1:1000) e CD36 (1:100) (ambos da Abcam); GAPDH conjugado com
peroxidase (1:5000). As dilui¢cdes dos anticorpos secundarios (GE Healthcare) foram: 1:50000
para a B-catenina (anti-mouse) e 1:5000 para CD36 (anti-rabbit). As proteinas marcadas pelos
anticorpos foram visualizadas por quimiluminescéncia usando o sistema de deteccio ECL

Amersham (GE Healthcare) e as imagens foram documentadas para posteriores andlises.
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4.5.2.2 Pré-adipocitos SGBS

4.5.2.2.1 Acumulo de lipidios

Ap6s 14 dias de estimulo adipogénico em placas com 12 pogos, realizado conforme
descrito anteriormente, o meio de cultura foi removido e os pocos lavados com PBS. As
células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos, lavadas com dgua 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 verificacdo do acimulo de lipidios. Apds esse
periodo, os poc¢os foram lavados com isopropanol 60% por 5 minutos e, por tltimo, com dgua

destilada. As imagens ao microscopio Optico foram armazenadas para documentagao.

4.5.2.2.2 Marcadores de fenétipo adipogénico

Os pré-adipdcitos foram estimulados a se diferenciarem por 7 ou 14 dias em placas
com 6 pocos para a avaliacdo de marcadores de fenétipo adipogénico por PCR em tempo real.
O RNA total foi extraido com o kit PeqGold RNAPure (PeqlLab) e transcrito utilizando o kit
de sintese de cDNA da Fermentas, seguindo as instrucdes dos fabricantes. As amplificacdes
por PCR em tempo real foram realizadas em duplicatas, utilizando concentragdes finais de
cDNA 1 ng/uL, pares de primers (Invitrogen) 250 nM e reagente iQ Sybr Green Supermix

(Bio-Rad) utilizando as seguintes seqiiéncias de primers:

Gene Forward Reverse

18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGCG
C/EBPa  AACCTTGTGCCTTGGAAATG CCCTATGTTTCCACCCCTTT
FABP4 CATACTGGGCCAGGAATTTG GTGGAAGTGACGCCTTTCAT

As condig¢des da reacdo foram: 95 °C durante 3 minutos para desnaturagao inicial; 39
ciclos de 95 °C por 15 segundos para término do processo de desnaturaciao, 56 °C por 30
segundos e 72 °C por 30 segundos, para o anelamento e elongacdo dos primers. O método

AACt foi adotado para determinar a expressao génica pela subtragdo do Ct do gene de 18S
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(constitutivo) do Ct do gene de interesse, sendo os valores expressos como pAct (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001).

4.6 Transativaciao dependente de ligante de PPARY

Em uma placa com 96 pocos, foram cultivadas 1x10* células HEK293T por pogo e
incubadas com DMEM suplementado com SFB 10% e antibiéticos por 24 horas. Apds esse
periodo, as células foram transfectadas utilizando o reagente para transfeccdo jetPRIME
(PeqLab), conforme as instrucdes do fabricante. As quantidades de vetores transfectados
foram: 9 nug de pFR Luc (Firefly luciferase), 1 ug de pFA-PPARY-LBD-Gal4-DBD e 0,05 pug
de pRL-CMYV (Renilla luciferase). As células foram incubadas por 5 horas e o meio de cultura
substituido. Apds incubacdo durante a noite, foram adicionadas ao meio de cultura
concentracdes varidveis de TZDs (0,1; 1; 10 uM). Decorridas 24 horas de exposi¢do 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-adipdcitos 3T3-L1 foram cultivados em placas previamente gelatinizadas até
atingirem 80 a 90% de confluéncia. Dois dias depois, as células foram estimuladas a se
diferenciarem em adipdcitos utilizando o meio de indu¢do composto por dexametasona 1 uM,
IBMX 500 puM e insulina 1 pM em DMEM alta glicose, suplementado com SFB 10% e
antibidticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml). Apds 3 dias, 50% do meio de
cultura foi substituido por DMEM alta glicose suplementado com insulina 1 uM, SFB 10% e
antibidticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml). O meio de cultura foi trocado
a cada 3 dias por meio livre de indutores adipogénicos. Para a determinacdo do consumo de
glicose, os adipdcitos foram utilizados no 9° ou 12° dias apds o inicio da inducao adipogénica.

As células totalmente diferenciadas em adipdcitos foram incubadas com meio DMEM alta
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glicose, suplementado com insulina 100 nM, SFB 10% e antibiéticos, contendo DMSO 0,01%
ou TZDs 1 uM e, ap6s 4 dias, o meio de cultura foi coletado e armazenado a -20°C até a
andlise. 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 subtracdo da concentracdo final de glicose da concentracdo inicial e foi

expresso em relac@o ao grupo controle (DMSO).

4.8 Captacao de glicose

Os pré-adipocitos 3T3-L1 foram cultivados em placas com 24 pogos, com DMEM alta
glicose contendo CS 10% e antibidticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml),
até atingirem 80 a 90% de confluéncia. Dois a trés dias apds, o meio de cultura foi substituido
por meio suplementado com SFB 10% e um coquetel composto por dexametasona 1 uM,
IBMX 500 uM e insulina 1,67 uM, para estimular a diferenciacdo celular. Apds 2 dias, o
meio foi removido e substituido por meio de cultura suplementado com insulina 410 nM. No
7° dia ap6ds o inicio da inducdo adipogénica, as células completamente diferenciadas foram
expostas a DMSO 0,01% ou TZDs 1 uM, na presenca ou auséncia de dexametasona 500 nM,
por 18 horas. O meio de cultura foi removido, os pocos foram lavados com PBS, foi
adicionado meio de cultura livre de soro e insulina, contendo DMSO 0,01% ou TZDs 1 uM.
Ap6s 6 horas de incubagdo, o meio de cultura foi removido, os pogos lavados 2 vezes com
PBS, e as células foram incubadas com tampao 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
37°C. Ao final desse periodo, 50 uL de (3H)—2—desoxi—D—glicose (3H—2DG) (concentragao final
de 4 nM e 0,25uCi/poco) foram adicionados para dar inicio a reagdo de captacdo. Exatamente
ap6s 4 minutos, a captagdo de glicose foi interrompida pela adi¢ao de 500 pL/pog¢o de uma
solucdo gelada de floretina a 300 uM, preparada em tampao de sais de Earle, HEPES 10 nM,
albumina sérica bovina 1% e DMSO 0.05%. As células foram lavadas com PBS, foi
adicionado KOH ImM e as células foram incubadas a 70°C por 20 minutos até completa
digestdo. Aliquotas de 150 puL foram coletadas e transferidas para tubos de cintilacdao
contendo 2,5 mL de liquido para cintilacdo (EcoLume, ICN Pharmaceuticals) e a radiacdo

emitida foi aferida em contador de liquido de cintilacio (PerkinElmer). A radiagdo
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inespecifica foi determinada em paralelo, analisando-se a solu¢do gelada de floretina utilizada
para interromper a captacdo de *H-2DG. O valor foi descontado da emissdo total de radiacio e
a captacdo especifica foi normalizada pelos valores de proteina total, determinados pelo

método de BCA, usando um kit comercial (Thermo Scientific).

4.9 Adipocinas

Para a investigacdo da produg¢do de adipocinas, foram obtidos adipdcitos
completamente diferenciados apés 14 dias de inducdo adipogénica (adipdcitos SGBS) e apds
9 a 12 dias (adipdcitos 3T3-L1). Para ambas as linhagens, a diferenciacio celular foi induzida

como anteriormente descrito, sem a adi¢cao de TZDs, em placas com 6 pocos.

4.9.1 Adipécitos 3T3-L1

Os adipdcitos foram incubados com meio DMEM alta glicose, suplementado com
insulina 100 nM, SFB 10% e antibiéticos, contendo DMSO 0,01% ou TZDs 1 uM. Apoés 4
dias, aliquotas do meio de cultura foram coletadas com a adicdo de PMSF e armazenadas a
-20°C para a posterior quantificacdo de leptina e resistina, enquanto as células foram
reservadas para a andlise de expressdo génica. As concentragdes de leptina e resistina no
meio de cultura foram determinadas pelo método Milliplex utilizando o kit para adipocinas de
camundongo da Millipore. A expressao génica foi determinada por PCR em tempo real, nas
mesmas condi¢des anteriormente descritas para as linhagens murinas utilizadas neste estudo.

As seqiiéncias de oligonucleotideos foram os seguintes:

Gene Forward Reverse
GAPDH TCCACTCACGGCAAATTCAACG TAGACTCCACGACATACTCAGC
Resistina CTTTCATTTCCCCTCCTTTTC CAGTCTATCCTTGCACACTGG

Leptina CCAAAACCCTCATCAAGACC GTGAAGCCCAGGAATGAAGT
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4.9.2 Adipécitos SGBS

Os adipdcitos foram cultivados por 24 horas com meio de cultura DMEM/F12 livre de
soro, suplementado com antibiéticos, biotina 33 UM e pantotenato 17 UM, com a adi¢ao de
DMSO 0,01% ou TZDs 1 uM. A expressao génica de adiponectina foi avaliada por PCR em
tempo real, conforme descrito anteriormente para essa linhagem celular. As seqiiéncias de

oligonucleotideos utilizados foram os apresentados abaixo:

Gene Forward Reverse
18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGCG
Adiponectina  GGCCATCTCCTCCTCACTTC CCGGGCAGACAGATGCCC

4.10 Mediadores pré-inflamatorios

4.10.1 Adipécitos 3T3-L1 estimulados com LPS

Para avaliar mediadores pré-inflamatdrios, adipécitos 3T3-L1 foram expostos ao
Lipopolissacarideo (LPS), conforme descrito por Lira et al. (2011) (LIRA et al., 2011), e a
expressdo génica de IL-6 e CCL2/MCP1 foi avaliada por PCR em tempo real. Células
completamente diferenciadas foram obtidas no 9° a 12° dias de indugdo, conforme descrito
anteriormente, em placas com 6 poc¢os. Os adipdcitos foram incubados com meio DMEM alta
glicose, suplementado com SFB 10%, antibidticos e insulina 100 nM, na presenga de DMSO
0,01% ou TZDs 1 uM. Apds 3 dias, o meio de cultura foi renovado, com a adi¢do de insulina
100 nM e LPS 75 ng/mL (Sigma-Aldrich), na presenca de DMSO 0,01% ou TZDs 1 uM.
Ap6s 24 horas de incubagdo, o RNA total foi extraido e transcrito para posterior andlise da
expressao génica dos mediadores pro-inflamatorios, que foi determinada por PCR em tempo
real, nas mesmas condi¢Oes anteriormente descritas para as linhagens celulares murinas

utilizadas neste estudo. As seqii€ncias de oligonucleotideos 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 Macroéfagos THP-1 estimulados com acido palmitico

O processo inflamatério foi induzido pela exposicao de macréfagos THP-1 ao acido
palmitico, conforme descrito por Namgaladze et al. (2013) (NAMGALADZE et al., 2013), e
avaliado pela expressdo génica de TNF-a e da proteina fosforilada de cJun (p-cJun). Foram
cultivadas 1x10° células/poco para analisar a expressdo gé€nica em placas com 6 pocos,
enquanto para a expressdo da proteina, foram cultivadas 2,5x10° células/placa de 6 cm de
diametro com meio RPMI 1640, suplementado com CS 10% e antibidticos. Em seguida, as
células foram estimuladas a se diferenciarem em macréfagos pela adicdo de TPA 100 nM e
incubadas por 24 horas. Apds esse periodo, o meio de cultura foi substituido por meio
contendo DMSO 0,01% ou TZDs 1 uM e os macréfagos foram cultivados por mais 24 horas.
O meio de cultura foi renovado, com a adi¢do de acido palmitico (Sigma-Aldrich) a 500 uM,
na presenca de DMSO 0,01% ou TZDs 1 uM e as células foram incubadas por 3 horas.

A expressao génica de TNF-a foi avaliada por PCR em tempo real, como
anteriormente descrito para a linhagem de pré-adipécitos SGBS. As seqiiéncias utilizadas de
oligonucleotideos foram: TNF-a: Forward-GACAAGCCTGTAGCCCATGT e Reverse-
GAGGTACAGGCCCTCTGATG; 18S: Forward- GTAACCCGTTGAACCCCATT e
Reverse- CCATCCAATCGGTAGCG.

A andlise da proteina p-cJun foi realizada por Western Blot. Foi adicionado 1
mL/placa de 6 cm de diametro de PBS gelado para a remog¢do dos macréfagos com o auxilio
de uma espdtula e as células foram centrifugadas a 16100xg por 30 segundos a 4°C. Em
seguida, as células foram ressuspensas em 100 uL de tampao de lise contendo inibidor de
protease e PMSF, sonicadas e centrifugadas a 10000xg por 10 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram recolhidos e tiveram a concentracao de proteinas determinada pelo
método de Lowry modificado, segundo as instrucdes do fabricante (Bio-rad). Em seguida, 60

lg de proteina total foram adicionados ao tampao de amostra SDS-PAGE (Tris 0,1M pH 6,8,
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SDS 4%, B-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0,2%, glicerol 2%) e aquecidos a 95° C por 5
minutos. As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10% contendo SDS e foram
submetidas a carga elétrica — 2h a 100 V — para a realizacdo da eletroforese. Concluida a
eletroforese, as proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
utilizando um sistema de transferéncia semi-seco — 105 min a 0,07A/membrana. Sitios de
ligacdo inespecificos da membrana foram bloqueados com solu¢do de albumina sérica bovina
a 5% em TBS-T por 1 hora a temperatura ambiente. Logo em seguida, a membrana foi
incubada com anticorpo primdrio durante a noite a 4°C sob agita¢do suave. As incubagdes
foram conduzidas separadamente para cada anticorpo primdrio, que foi utilizado nas seguintes
diluigdes: p-cJun (Ser73) (1:1000) (Cell Signaling Technology); B-actina (1:3000) (Sigma-
Aldrich). Ap6s ser lavada 3 vezes com TBS-T por 5 minutos cada, procedeu-se a incubagdo
da membrana com o anticorpo secundério anti-rabbit conjugado ao fluor6foro IRDye 800
(LICOR Biosciences), na dilui¢do de 1:10000, por 45 minutos. A membrana foi novamente
lavada 2 vezes com TBS-T por 5 minutos e a fluorescéncia determinada pelo sistema Odyssey

Clx (Uniscience).

4.11 Ensaio de fluxo extracelular

A taxa de consumo de oxigénio (OCR) e a taxa de acidificacdo extracelular (ECAR)
foram avaliadas em macréfagos humanos THP-1 pelo ensaio XF de fluxo extracelular
(Seahorse Bioscience). Brevemente, 7,5x10* células/poco foram cultivadas em placas com 96
pocos e incubadas com TPA 100 nM por 24 horas. Apds esse periodo, o meio de cultura foi
substituido por meio livre de TPA, contendo TZDs 1 ou 10 uM e as células foram incubadas
por mais 24 horas. Em seguida, o meio de cultura foi removido e foram adicionados 200 uL
de DMEM suplementado com glicose 11 mM. As placas foram incubadas em ambiente livre
de CO; por pelo menos 1 hora antes de iniciar as determinagdes de OCR e ECAR. Durante as
determinagdes, foram injetadas solucdes de oligomicina 1 uM (inibidor e ATPase) ou FCCP 1

UM (desacoplador da fosforilagdo oxidativa).
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4.12 Via de sinalizacao de AMPK

A sinalizacio de AMPK foi investigada em macréfagos THP-1, pela andlise da
expressdo da proteina fosforilada da acetil-CoA-carboxilase (p-ACC). Foram cultivadas
2,5)(106 células/placa de 6 cm de diametro em meio RPMI 1640, suplementado com CS 10%
e antibidticos, com a adicdo de TPA 100 nM para estimular a diferenciacdo celular. Ap6s 24
horas de incubacdo, o meio de cultura foi substituido por meio contendo DMSO 0,01% ou
TZDs 1 uM e os macréfagos foram cultivados por mais 24 horas. A p-ACC foi avaliada por
Western Blot, seguindo os procedimentos descritos anteriormente para essa linhagem celular.
As incubagOes foram conduzidas separadamente para cada anticorpo primario, que foi
utilizado nas seguintes diluicdes: p-ACC (Ser79) (1:1000) (Cell Signaling Technology);
nucleolina (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology). Foi utilizado o anticorpo secundario anti-
rabbit conjugado ao fluoréforo IRDye 800 (LICOR Biosciences), na diluicao de 1:10000. A

fluorescéncia foi determinada pelo sistema Odyssey Clx (Uniscience).

4.13 Analise dos resultados

Os resultados foram expressos como média + SD de avaliacdes em duplicata ou
triplicata de pelo menos 2 ou 3 experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada
pelo programa GraphPad Instat, utilizando o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA nao
paramétrico) seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Dunn, ou testes ndo pareados,
conforme recomendado para cada experimento. Os resultados cuja andlise estatistica

apresentou valores de p<0,05 foram considerados significativamente diferentes.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos das TZDs sobre a diferenciacio celular osteogénica

Inicialmente, investigamos se os derivados de TZDs interferem no processo de
diferenciagdo celular de pré-osteoblastos murinos MC3T3-El. Para selecionarmos os novos
derivados de TZDs e as concentragdes de trabalho ndo citotéxicas, realizamos o ensaio de
viabilidade celular pelo método de redu¢do de MTT a formazana, apés um periodo de 24
horas de exposi¢ao aos compostos.

Como apresentado na tabela 5, o veiculo utilizado para o preparo das solucdes de
TZDs, o DMSO, nao apresentou efeito citotéxico sobre as células MC3T3-El em todas as
concentracdes utilizadas, evidenciando que as alteracdes observadas na viabilidade celular
foram decorrentes da exposi¢do as TZDs e ndo ao veiculo. Oito novos derivados de TZDs
(SF-23, GQ-89, GQ-97, GQ-145, GQ-150, GQ-169, GQ-177 e LYSO-7) apresentaram o0s
menores efeitos citotoxicos nas concentragdes avaliadas, sendo por esse motivo, selecionados
para a realizacdo dos experimentos de diferenciacdo celular osteogénica. Para descartar a
hipétese de citotoxicidade apds exposi¢do prolongada as TZDs, foi realizada em paralelo a
determinacdo da morte celular avaliando-se as mesmas condi¢cdes do experimento de
osteogénese. Apds 28 dias de inducao osteogénica com TZDs a 5 uM ndo houve mudanca na

porcentagem de morte celular com relagdo aos grupos controles ndo tratado e veiculo (figura

9).
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Tabela 5: Viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3-E1 apds 24 horas de cultivo com TZDs.

0,003125% 0,00625% 0,0125% 0,025% 0,05% 0,10% 0,20%
DMSO 1035+£58% 103,6+49% 109,7+597% 1063 +19% 1094 +£25% 1062+29% 1024 +5,1%

0,3125 pM 0,625 M 1,25 uM 2,5 M 5uM 10 pM 20 uM
Rosi 105,60 +5,3% 108,6 +7,5% 109,0 +7,3% 101,1 £8,6% 1079+3,6% 1066 £22%  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% 719 +£2,9%
SF-5 104,18 +25% 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+48% 99,12+337% 9936+247% 98,02+3,01% 91,15+121% 82,73 +221% 823+58%
SF-23  103,1 £5,6% 97,1 £2,3% 94,5 £2,9% 932£39%  944+25%  914+48%  899+4,1%
GQ-11 1009+5,6% 1025+9,0% 102,6+12,0% 8554 +5,1% 76,3 +3,4% 72,2 +1,2% 69,7 +1,2%
GQ-32  95,1+44% 95,1 +2,4% 98,8 +2,8% 98,8 £2,4% 92,8 +2,1% 784 +3,1% 64,1 £1,67%
GQ-89 963+38% 96,1 £4,7% 93,9+5,1% 910+42%  892+29%  851+50%  864+43%
GQ-97 108,0+£33% 1049 £2,6% 106,3 £3,1% 1063+£52% 106,0+6,6% 1084+8,6%  91,5+6,2%
GO-145 974 +4T% 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 1005+50% 1053+39%  1039+42% 1058+32% 970+6,7%  91,1+3,6%  79,7+3,5%
GQ-169 96,6+32%  944+33% 93,9 £2,6% 935+33%  90,0+4,3% 90,0 £5,2 852+4,3%
GO-177 101,6 +2,5% 99,1 +4,0% 104,3 £ 4,4% 100,3+34% 101,0£3,6% 930+7,1% 91,1 +8,3%
LYSO-7 1029+34% 1040+4,0% 1053 +48% 1062+56% 1120+6,6% 111,8+48%  93,4+7,3%

A viabilidade celular foi avaliada espectrofotometricamente (580 nm) pela reducdo de MTT a formazana. As
concentracdes equivalentes de veiculo (DMSO) utilizadas nas solu¢des de TZDs 0,3125, 0,625, 1,25,2,5,5,10 ¢
20 uM foram, respectivamente, 0,003125, 0,00625, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,10 e 0, 20% (v/v). Os resultados sdo

expressos como média + SD de 2 experimentos independentes (n = 16).
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Figura 9: Morte celular em osteoblastos apds 28 dias de indugdo osteogénica em presenca de TZDs. Células
MC3T3-El foram cultivadas com indutores osteogénicos (dcido ascérbico 50 uM, B-glicerofosfato 10 mM e
dexametasona 100 nM) por 28 dias na presenca de TZDs na concentragdo de 5 UM, marcadas com PI e anexina
V-FITC e avaliadas por citometria de fluxo. Células sem tratamento (ST), com o veiculo (DMSO 0,05%) ou com
Triton X-100 a 0,2% também foram avaliadas. Os resultados sdo expressos como média + SD de 2 experimentos
independentes (n = 6).

Neste estudo, um dos parametros utilizados para avaliar a diferenciacdo celular

osteogénica foi a mineralizacdo de matriz, que foi determinada pelos depdsitos de cdlcio e

visualizada pela coloragdo com alizarina vermelha S. A figura 10 mostra os efeitos das TZDs

sobre a mineralizacdo 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 mineraliza¢do ocorreu tardiamente, sendo visualizada somente
apo6s 28 dias de indugdo osteogénica. Por esse motivo, foi padronizado o 28° dia para avaliar a
mineralizacdo de matriz. Apds a realizacdo de 2 experimentos independentes, verificou-se que
ao final de 28 dias de indugdo osteogénica a Rosiglitazona inibia consideravelmente a
mineralizacdo de matriz (28,49 = 7,26 %), quando comparada com o controle (97,65 + 22,40
%), confirmando seu efeito antiosteoblastico. Interessantemente, as TZDs GQ-177 (90,05 +
21,71 %) e GQ-89 (61,19 £ 23,52 %) nao modificaram de modo significativo a mineralizacdo
de matriz (figura 10C).
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Figura 10: Efeitos das TZDs sobre a mineralizagdo de matriz. Células MC3T3-E1 foram cultivadas com indutores
osteogénicos (4cido ascérbico 50 UM, B-glicerofosfato 10 mM e dexametasona 100 nM) por até 28 dias na presenga de TZDs
na concentragdo de 5 pM. Células cultivadas com indutores osteogénicos e o veiculo DMSO (Controle) também foram
testadas pela coloragdo com alizarina vermelha S. (A) Ensaio preliminar com todas as TZDs. (B) A mineraliza¢do de matriz
foi avaliada nos dias 7, 14, 21 e 28 de inducdo pela quantificagcdo de alizarina extraida dos pogos corados, que foi expressa
em nmol/poco. (C) A mineralizacdo de matriz foi avaliada apés 28 dias de indugdo, 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 fendtipo osteoblédstico utilizado neste estudo foi a fosfatase
alcalina. A figura 11 apresenta os efeitos das TZDs sobre a atividade desta enzima em células
MC3T3-El que foram induzidas a se diferenciarem em osteoblastos durante 7, 14, 21 e 28
dias. Coerente com a atividade antiosteobldstica descrita em literatura, a Rosiglitazona
diminuiu a atividade da fosfatase alcalina no 7° dia de indugdo osteogénica (65,02 + 18,60%),
quando comparada com o controle (100,00 + 24,09%). A partir do 21° dia, foi observada uma
tendéncia de elevacdo 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 compensatério a diminui¢cao
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 auséncia de efeito inibitério sobre a mineralizacdo apresentada por GQ-177 e GQ-

89.
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Figura 11: Efeitos das TZDs sobre a atividade de fosfatase alcalina. Células MC3T3-E1 foram cultivadas com
indutores osteogénicos (4cido ascérbico 50 UM, B-glicerofosfato 10 mM e dexametasona 100 nM) durante 7, 14,
21 e 28 dias na presenca de TZDs na concentragdo de 5 uM. Células cultivadas com indutores osteogénicos e o
veiculo 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 responsiveis pela auséncia de efeito
antiosteoblastico da GQ-89 e da GQ-177, avaliou-se a expressdo de genes especificos do
fendtipo osteobldstico. Tanto a Rosiglitazona quanto a GQ-89 e a GQ-177 inibiram a
expressdo de Runx2, um fator de transcricdo importante para a osteogénese, no 28° dia de

indu¢do (figura 12A). Quando avaliadas as principais proteinas de matriz produzidas e
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secretadas por osteoblastos, verificou-se que todas as TZDs inibem de modo significativo a
expressdo génica do coldgeno no 7° e 28° dias de indugdo (figura 12B). Por outro lado, a
expressao génica da osteocalcina ndo foi modificada pela Rosiglitazona nem pela GQ-89, mas

de modo interessante, foi aumentada pela GQ-177 no 28° dia de indugdo (figura 12C).
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Figura 12: Efeitos das TZDs sobre a expressdo de genes especificos do fendtipo osteoblastico. Células MC3T3-
El foram cultivadas com indutores osteogénicos (4cido ascérbico 50 uM, PB-glicerofosfato 10 mM e
dexametasona 100 nM) durante 7, 14 e 28 dias na presenca de TZD na concentra¢do de 5 uM. Células cultivadas
com indutores osteogénicos e o veiculo DMSO (Controle) também foram avaliadas quanto a expressdo génica,
que foi expressa em relagdo 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 expressdo de genes relacionados a via de sinalizacdo de Wnt
pela importancia dessa via na regulacdo da diferenciacdo celular. A ativacdo da via de
sinalizagdo de Wnt estimula a formagao dssea por varios mecanismos, incluindo a inducao de
osteoblastogénese e a proliferacdo de osteoblastos. Por outro lado, a indu¢do de PPARY por
TZDs suprime esta sinalizagcdo, favorecendo a adipogénese em detrimento da osteogénese.
Observamos que quando os pré-osteoblastos MC3T3-E1 sao estimulados a se diferenciarem
em osteoblastos, a expressao génica de Wnt10b, um membro da familia Wnt de glicoproteinas

secretadas que ativam esta via de sinalizacdo, ndo se altera. Entretanto, a expressdo gé€nica de
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DKK1, um inibidor da via de sinalizacio de Wnt, diminui gradualmente, indicando
favorecimento da ativacdo dessa via, o que estd coerente com a induc¢do de osteogénese. A
adicao de Rosiglitazona ao meio de inducdo osteogénica aumentou a expressao do inibidor
DKKI1 no 7° dia, sugerindo inibi¢do da via de sinalizacdo de Wnt e, por conseguinte, inibi¢do
da osteogénese. Ao contrario, as TZDs GQ-89 e a GQ-177, diminuiram a expressdo desse
inibidor, sugerindo estimulo da osteogénese (Figura 13A). Por outro lado, a Rosiglitazona
aumentou a expressao de Wnt10b no 14° dia, enquanto a GQ-89 e a GQ-177 a diminuiram no
7° dia (Figura 13B).

Como foram observados aumento e diminui¢do tanto da expressao de Wnt10b, como
de DKKI1, fez-se necessdria a avaliagdo da proteina [-catenina, mediador intracelular da via
de sinalizagao de Wnt, para verificar qual efeito predomina, se ativacdo ou inibicao dessa via.
Em um experimento preliminar, verificamos por Western Blot que os niveis de B-catenina
permanecem inalterados com a GQ-89 e a GQ-177, o que demonstra a manuten¢do da via de
sinalizacdo de Wnt e do processo de osteogénese. Ao contrario, a Roziglitazona inibe essa via

de sinalizagdo, conforme evidenciado pela diminui¢do de [-catenina, prejudicando a

A
osteogenese.
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Figura 13: Efeitos das TZDs sobre a expressdo de genes especificos da via de sinalizagdo de Wnt. Expressdo
génica de DKKI1 (A) e Wntl0b (B) avaliada por PCR em tempo real. Western Blot representativo de B-catenina
de um experimento preliminar (C). Células MC3T3-E1 foram cultivadas com indutores osteogénicos (4cido
ascérbico 50 uM, B-glicerofosfato 10 mM e dexametasona 100 nM) durante 7, 14 e 28 dias na presenca de TZDs
na concentracio de 5 uM. Células cultivadas com indutores osteogénicos e o veiculo DMSO (Controle) também
foram avaliadas quanto a expressdo gé€nica, que foi expressa em relagdo 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 diferenciacio celular adipogénica

Prosseguindo este estudo, investigamos se 0s novos derivados de TZDs interferem no
processo de diferenciagdo celular de pré-adipécitos murinos 3T3-L1.

Ao tentarmos reproduzir os protocolos de indug¢do adipogénica mais utilizados,
baseados na associagdo de dexametasona, 3-isobutil-1-metilxantina e insulina, tivemos
dificuldades para demonstrar o estabelecido efeito adipogénico da Rosiglitazona.
Provavelmente, por tratar-se de um potente coquetel adipogénico, ndo foi possivel observar
efeito adipogénico 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 composi¢ao do
meio de indugdo, baseado em estudo realizado por Pantoja e colaboradores (2008), com
poucas alteracoes (PANTOJA; HUFF; YAMAMOTO, 2008). Com este protocolo, foi
possivel verificar o efeito adipogénico adicional da Rosiglitazona j na concentracao de 1uM

(Figura 14B) e, assim, foi padronizado o uso desta concentracdo nos demais experimentos.

A B

Dexametasona + IBMX
Dexametasona + IBMX + insulina

120 1 180

160 -
140

50 120 -

100 4
60 - 50 1

40 4 60 1

Acimulo lipidico
(% relativa ao Controle)
Actimulo lipidico
(% relativa ao Controle)

40 7

20 A
20 4

Controle Rosi 1 uM Rosi 5 uM Controle Rosi 1 uM Rosi 5 uM

Figura 14: Padronizacdo do protocolo de adipogénese. Células 3T3-L1 foram cultivadas com diferentes meios
indutores adipogénicos durante 10 dias. Durante este periodo, as células foram cultivadas na presenca de TZDs
na concentragdo de 1 ou 5 uM. Células cultivadas com indutores adipogénicos e o veiculo DMSO (Controle)
também foram coradas com oil red O e tiveram o actimulo intracelular de lipidios estimado pela quantifica¢do do
corante extraido dos pogos, o qual foi expresso em porcentagem relativa ao grupo controle (média + SD). (A)
Dexametasona 1 uM, 3-isobutil-1-metilxantina 500 uM e insulina 100 nM; (B) Dexametasona 1 pM e 3-
isobutil-1-metilxantina 500 uM. Os grupos experimentais e controles foram avaliados em replicata (n= 8§ a 20).

Para selecionarmos as TZDs e as concentracoes de trabalho ndo citotéxicas,
realizamos inicialmente o ensaio de viabilidade celular pelo método de reducdo de MTT a
formazana apds 24 horas de exposicao dos pré-adipdcitos as TZDs. Conforme demonstrado

na tabela 6, o DMSO ndo apresentou efeito citotoxico sobre as células 3T3-L1 em todas as
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concentracdes utilizadas, evidenciando que as alteracdes observadas na viabilidade celular

foram decorrentes da exposi¢ao as TZDs e ndo ao veiculo. A Rosiglitazona e trés novas TZDs

(SF-3, GQ-150 e LYSO-7) apresentaram os menores efeitos citotdxicos nas concentragdes de

0,3125 a 5 uM e, por esse motivo, foram selecionadas para a realizacdo dos experimentos de

diferenciagdo adipogénica. A GQ-177 também foi incluida nos experimentos de adipogénese

por ter apresentado resultados promissores em outros estudos realizados pelo grupo de

pesquisa da Profa Dulcineia Saes Parra Abdalla. Para descartar a hipétese de citotoxicidade

apds exposicao prolongada as TZDs, foi realizada em paralelo a determinacdo da morte

celular avaliando-se as mesmas condi¢des do experimento de adipogénese. Apds 6 dias de

inducdo adipogénica com TZDs a 1 UM ndo houve mudanga na porcentagem de morte celular

com relag@o aos grupos controles ndo tratado e veiculo (Figura 15).

Tabela 6: Viabilidade de pré-adip6citos 3T3-L1 apds 24 horas de cultivo com TZDs

DMSO

Rosi
SF-3
SF-5
SF-20
SF-23
GO-11
GQ-32
GQO-89
GQ-97
GQ-145
GQO-150
GQ-169
GQ-177
LYSO-7

0,003125% 0,00625% 0,0125% 0,025% 0,05% 0,10% 0,20%
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 2,5uM 5uM 10 uM 20uM
100,1 £2,7% 97,0 +1,6% 99,1 +2,2% 94,7 +2,7% 95,5+ 1,8% 101,51, 7% 982+1,0%
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%
94,7 £2,6% 91,3+3,3% 92,3+2,5% 90,4 +2,4% 843 +£2,1% 62,8 +3,8% 51,8 +1,1%
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%
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%
792+10,1% 749 +39% 74,7+1,1% 74,5 +3,5% 72,6 £2,6% 51,2+2,1% 47,0 £2,1%
76,8 +2,4% 773 +4,7% 91,3 +9,8% 96,4 +6,2% 94,6 +9,1% 81,8 £8,0% 62,9 +7,4%
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%
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+72%
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%
101,4+£63% 99,7 +9,1% 100,1 £ 8,7% 101,8 £32% 1024 +£25% 956+27% 90,1 +1,1%
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%
86,5+53%  955+4,1% 92,0+5,7% 81,8 +6,0% 692+13,1% 73,1 +2,9% 62,3+2,1%
87,2 +5,8% 95,9 +6,3% 102,9 £ 6,4% 100,5 £ 11,0% 107,7+6,4% 1203 +59% 1223 +8.2%

A viabilidade celular foi avaliada espectrofotometricamente (580 nm) pela reducdo de MTT a formazana. As
concentragdes equivalentes de veiculo (DMSO) utilizadas nas solu¢des de TZDs 0,3125, 0,625, 1,25,2,5,5,10 ¢
20 uM foram, respectivamente, 0,003125, 0,00625, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,10 e 0, 20% (v/v). Os resultados sao

expressos como média + SD de 2 experimentos independentes (n = 16).
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Figura 15: Morte celular de adipdcitos apds 6 dias de indug@o adipogénica com TZDs. Células 3T3-L1 foram
cultivadas com indutores adipogénicos (dexametasona 1 uM e 3-isobutil-1-metilxantina 500 uM) com TZD 1
UM durante 6 dias, marcadas com PI e anexina V-FITC e avaliadas por citometria de fluxo. Células cultivadas
sem tratamento (ST), com o veiculo (DMSO 0,01%) ou DMSO 5% também foram avaliadas. Os resultados sdo
expressos como média + SD de 2 experimentos independentes (n = 6).

A observacdo de acimulo intracelular de lipidios pela coloragdo dos triacilglicerdis
pelo oil red O foi utilizada para confirmar a adipogénese. As figuras 16A e 16B mostram os
efeitos das TZDs sobre o actimulo intracelular de lipidios em células 3T3-L1 induzidas a se
diferenciarem em adipdcitos durante 1, 2, 4 e 6 dias. A partir do 4° dia de inducdo, é possivel
observar aumento do nimero de células que passam a produzir e acumular lipidios em seu
interior e, como descrito em literatura, este efeito foi acentuado na presenca de Rosiglitazona.
O 6° dia de inducdo adipogénica foi padronizado para esta avaliacdo por ter apresentado os
valores mais elevados de acimulo lipidico. Apds a realizacio de 3 experimentos
independentes, verificou-se que ao final de 6 dias de indu¢do adipogénica a Rosiglitazona
estimula marcantemente o acimulo lipidico, quando comparada com o controle, confirmando
seu efeito adipogénico. Interessantemente, as TZDs GQ-150, GQ-177, LYSO-7 e SF-3 nao

alteraram o actimulo lipidico (figura 16C e 16D), sugerindo auséncia de efeito adipogénico.
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Figura 16: Efeitos das TZDs sobre o actimulo intracelular de lipidios. Células 3T3-L1 foram cultivadas com
indutores adipogénicos (dexametasona 1 uM e 3-isobutil-1-metilxantina 500 uM) por até 6 dias. Durante todo o
periodo de indugdo, as células foram cultivadas na presenca de TZDs na concentracdo de 1 uM. Células
cultivadas com indutores adipogénicos e o veiculo DMSO (Controle) também foram coradas com oil red O para
verificacdo do acimulo intracelular de lipidios. (A) Visualizacdo microscépica do actimulo intracelular lipidico
apos 1, 2, 4 e 6 dias de indugdo adipogénica (Magnifica¢do de 40x). (B) Quantificacdo de oil red O apds os
diferentes periodos de indug@o. Determinacdes realizadas em replicata (n=4 a 10). (C e D) Actimulo intracelular
lipidico avaliado apds 6 dias de inducdo adipogénica, 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 responsiveis pela auséncia de efeito
adipogénico dos novos derivados de TZDs, avaliou-se a expressdo de genes especificos do
fendtipo adipogénico e da via de sinalizacdo de Wnt.

A figura 17 mostra os efeitos das TZDs sobre os genes especificos do fenétipo
adipogénico. Diferente da Rosiglitazona, a LYSO-7 nido modificou a expressdao génica dos
fatores de transcrigdo adipogénicos PPARY2 e C/EBPa. Coerente com estes resultados, a
expressao de FABP4 e CD36, genes regulados por PPARY2 e C/EBPa, também nao foi
alterada pela LYSO-7. A GQ-150 diminuiu a expressdo génica de C/EBPa no 6° dia, que foi
acompanhado pela diminui¢do de CD36, permanecendo inalterada a expressdo génica de
FABP4. A SF-3 aumentou a expressao génica de C/EBPa no 2° dia, refletindo em aumento de
FABP4 no 6° dia. Contudo, diminuiu a expressdo de CD36. A GQ-177 aumentou a expressao
génica de PPARY2, C/EBPa, 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 fenétipo adipogénico. Células 3T3-L1 foram cultivadas
com indutores adipogénicos (dexametasona 1 pM e 3-isobutil-1-metilxantina 500 uM) por até 6 dias. Durante
todo o periodo de inducdo, as células foram cultivadas na presenca de TZD na concentracdo de 1 uM. Células
cultivadas com indutores adipogénicos e o veiculo DMSO (Controle) também foram avaliadas por PCR em
tempo real e por Western Blot. (A) Expressdo génica de PPARY2, CEBP/a, FABP4 e CD36. (B) Andlise
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 sinalizacdo de Wnt (figura 18), verificamos que a LYSO-7 e
a GQ-177 ndo modificam a expressdo de P-catenina. A GQ-150 e a SF-3 diminuem a
expressdo génica de B-catenina no 2° dia de maneira ndo persistente, retornando ao mesmo
nivel do grupo controle no 6° dia, permanecendo inalterada o nivel da proteina. Diferente da
Rosiglitazona, os novos derivados de TZDs preservam a via de sinalizacdo de Wnant,

consequentemente, afetam menos marcantemente o processo de adipogénese.
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Figura 18: Efeitos das TZDs sobre a via de sinalizacdo de Wnt. Células 3T3-L1 foram cultivadas com indutores
adipogénicos (dexametasona 1 uM e 3-isobutil-1-metilxantina 500 uM) por até 6 dias. Durante todo o periodo de
induc¢do, as células foram cultivadas na presenga de TZD na concentracdo de 1 pM. Células cultivadas com
indutores adipogénicos e o veiculo DMSO (Controle) também tiveram a expressdo génica de B-catenina (A) e os
niveis de proteina (B) avaliados. Os resultados foram expressos em rela¢éio 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
diferenciacao celular de pré-adipdcitos humanos da linhagem SGBS. Inicialmente, avaliamos
a viabilidade celular apés 48 horas de inducdo adipogénica em presenca de diferentes
concentracdes de TZDs para selecionarmos a concentracdo ndo citotéxica. Para descartar a
hipétese de efeito citotoxico apds periodo prolongado de exposi¢ao as TZDs, observamos,
diariamente, até o 14° dia de inducdo adipogénica se ocorriam altera¢cdes morfologicas.
Embora os novos derivados de TZDs tenham diminuido o percentual de reducdo de MTT a

formazana (tabela 7), interpretamos esse efeito como conseqiiéncia da inibi¢do da atividade
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mitocondrial e ndo por diminui¢do de viabilidade celular, uma vez que ndo foram observadas
alteracdes morfoldgicas sugestivas de morte celular apés 14 dias de exposi¢do as TZDs. A

concentracdo de TZDs utilizada nos experimentos de adipogénese foi a de 1uM.

Tabela 7: Viabilidade celular de pré-adipécitos SGBS apés 48h de indugdo adipogénica em presenca de TZDs

0,005% 0,01% 0,02%
DMSO 92,89 +3,67% 96,72 £521% 97,98 + 3.60%
0,5 uM 1M 2 uM
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% 5431 £587%

A viabilidade celular foi avaliada espectrofotometricamente (560 nm) pela reducdo de MTT a formazana. As
concentragcdes equivalentes de veiculo (DMSO) utilizadas nas solugdes de TZDs 0,5, 1 e 2 uM foram,
respectivamente, 0,005, 0,01 e 0,02% (v/v). Os resultados sdo expressos como média = SD de 3 experimentos
independentes (n = 9).

Confirmando os resultados obtidos com a linhagem murina de pré-adipdcitos,
verificamos que os novos derivados de TZDs ndao modificam o processo de diferenciagcdao
celular de pré-adipécitos humanos, pois foi observada a auséncia de efeito sobre o actimulo

intracelular de lipidios e sobre a expressdo génica de marcadores especificos do fendtipo

adipogénico (figura 19).
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Figura 19: Efeitos das TZDs sobre a diferenciacio celular de pré-adipdcitos humanos. As células SGBS foram
estimuladas a se diferenciarem em meio de cultura suplementado com coquetel adipogénico por até 14 dias. (A)
Visualizagdo microscépica do actimulo intracelular de lipidios apds 14 dias de indugdo de adipogénese, avaliada
pela coloragdo com oil red O. (B) Expressdo génica de marcadores do fenétipo adipogénico 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 transativacio de PPARY

Para avaliar se os novos derivados de TZDs atuam como ligantes de PPARY, investigamos
os efeitos desses compostos na transativacio de PPARY utilizando o ensaio da luciferase
como gene repdrter. Como € possivel observar na figura 20, nenhum dos novos derivados de

TZDs avaliados estimulou a ativagdo de PPARY (figura 20).
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Figura 20: Efeitos das TZDs sobre a ativagdo de PPARY. Células HEK293T foram transfectadas com vetores
para pFR Luc (Firefly luciferase), pFA-PPARY-LBD-Gal4-DBD e pRL-CMV (Renilla luciferase) por 5 horas e
incubadas durante a noite com concentragdes varidveis de TZDs (0,1; 1; 10 uM). Apds 24 horas de exposi¢do
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).



81

5.4 Efeitos das TZDs sobre o consumo e a captacio de glicose

Para investigar se os novos derivados de TZDs preservam a atividade hipoglicemiante
esperada para essa classe de farmacos, avaliamos inicialmente o consumo de glicose por
adipdcitos 3T3-L1 determinando a concentragdo 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 captagdo de glicose por adipdcitos 3T3-L1,
baseada na quantificacio de *H-2DG incorporada pelas células. Verificamos que a GQ-177
aumenta de modo significativo a captacdo de glicose na presenca de insulina, o que ndo
ocorreu na condi¢do basal. Interessantemente, a GQ-177 aumentou a captacao de glicose em
relacdo ao grupo controle/insulina/dexametasona, sugerindo que esse novo derivado de TZD
pode reverter a resisténica insulinica induzida por glicocorticoide (figura 22). Em ensaio
piloto, os demais novos derivados de TZDs ndo mostraram efeito sobre a captacdo de glicose

(dados ndo mostrados).

Consumo de glicose (relativo ao Controle)

Controle  Controle Rosi Lyso-7  GQ-150 SF-3

Insulina 100 nM

Figura 21: Efeitos das TZDs sobre o consumo de glicose. Células 3T3-L1 foram cultivadas com indutores
adipogénicos (dexametasona 1 uM, 3-isobutil-1-metilxantina 500 uM e insulina 1 pM) durante 6 a 9 dias. As
células totalmente diferenciadas em adipdcitos foram cultivadas na presenca de TZD 1 uM, em meio de cultura
contendo alta concentragdo de glicose e insulina, durante 4 dias. O consumo de glicose foi avaliado no meio de
cultura e expresso em relagcdo 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 captagdo de glicose. Células 3T3-L1 receberam estimulo adipogénico por
7 dias. Apds esse periodo, os adipdcitos foram expostos a DMSO 0,01% (Controle) ou TZD 1 uM, na presenga
ou auséncia de dexametasona 500 nM, por 18 horas. As células foram incubadas com tampao 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 uM por 15 minutos, em banho-maria a 37°C. As células foram incubadas com *H-2DG
(concentracdo final de 4 nM e 0,25uCi/pogo) por 4 minutos, a captacdo de glicose foi interrompida, as células
foram lavadas e lisadas e a radiacio emitida mensurada. A captacio de *H-2DG foi expressa em cpm e
normalizada pelos valores de proteinal 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 producao de adipocinas

Alteragdes no perfil de adipocinas, como a diminui¢ao de adiponectina e o aumento de
resistina, estdo associadas com o desenvolvimento de resisténcia a insulina no diabetes
mellitus tipo 2. Uma vez que a reversdo destas alteragdes pelo uso de TZDs contribui para
seus efeitos hipoglicemiantes, investigamos se os novos derivados de TZDs modificam a
producdo de adipocinas. A leptina também foi avaliada, pois existem estudos que
correlacionam a diminui¢do dessa adipocina com ganho de peso e diminuicdo de formacao
Ossea.

Como a Rosiglitazona, os novos derivados de TZDs GQ-150 e SF-3 diminuiram de
modo significativo a expressdo génica de resistina em adipdcitos murinos da linhagem 3T3-
L1 (Figura 23A), sugerindo um possivel efeito benéfico para a sensibilizacdo insulinica.
Porém, esse efeito ndo foi confirmado pela avaliacdo de resistina em sobrenadante de cultura

celular (Figura 23E). Diferente da Rosiglitazona, a LYSO-7 e a GQ-177 n3o diminuiram a
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expressao génica de leptina em adipdcitos murinos da linhagem 3T3-L1, sugerindo que esses
compostos poderiam ser correlacionados a menor incidéncia de efeitos adversos, tais como
ganho de peso e perda dssea.

Embora os novos derivados de TZDs GQ-150 e SF-3 tenham diminuido a expressao
génica de leptina, sua concentracdo no sobrenadante de cultura celular ndo foi diferente do
grupo controle. Desse modo, confirmamos que os compostos avaliados nao modificam de
modo significativo a producdo de leptina (Figura 23F). Em ensaios preliminares, 0s novos
derivados de TZDs LYSO-7, GQ-150 e SF-3 mostraram diminuir a expressdo génica da
adiponectina em adipdécitos humanos da linhagem SGBS, ndo sendo modificada pela GQ-177

(Figura 23G).
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Figura 23: Efeitos das TZDs sobre a expressdo de adipocinas. (A, B, C e D) Expressdo génica de resistina e
leptina em adipdcitos 3T3-L1 determinada por PCR em tempo real. (E e F) Concentrag@o de resistina e leptina
no sobrenadante de cultura celular de adipéceitos 3T3-L1. (G) Expressdo génica de adiponectina em adipdcitos
SGBS, avaliada por PCR em tempo real. O periodo de tempo de exposi¢do as TZDs para a determinagdo da
expressdo génica e da concentragdo de adipocinas foi de 4 dias para os adipéceitos 3T3-L1 e de 24 horas para os
adipécitos SGBS. A concentracdo de TZD utilizada nos experimentos foi de 1 pM. Os resultados expressam a
média + SD de 2 experimentos independentes (n=6, para os adipécitos 3T3-L1; n=2, para os adipdcitos SGBS).
*p<0,05 (vs Controle); # p<0,01 (vs Controle); @ p<0,001 (vs Controle).

5.6 Efeitos das TZDs sobre os mediadores proé-inflamatorios

Sabe-se que o efeito sensibilizador de insulina das TZDs se deve, em parte, aos seus
efeitos anti-inflamatdrios. Para elucidar se os novos derivados de TZDs preservam a atividade
anti-inflamatdria, avaliamos a expressdo génica de mediadores pré-inflamatérios sob duas
condicdes: (1) adipdcitos murinos estimulados com LPS e (2) macréfagos humanos
estimulados com &cido palmitico.

Conforme ilustrado na figura 24 A, os novos derivados de TZDs ndo foram capazes de
modificar a expressdo génica de IL-6 e CCL2/MCP-1 em adipdcitos murinos da linhagem
3T3-L1 estimulados previamente com LPS.

Para o estudo utilizando macréfagos humanos, realizamos inicialmente a avaliacao da
viabilidade celular, incubando as células com diferentes concentracdes de TZDs para
definirmos a concentracdo de trabalho. Conforme apresentado na tabela 8, uma diminui¢do do
percentual de reducdo de MTT a formazana foi observado em presenca de concentragdes mais
altas dos novos derivados de TZDs. Porém, uma vez que ndo foram observadas alteragdes

morfoldgicas sugestivas de morte celular, interpretamos esse efeito como consequéncia da
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inibicao da atividade mitocondrial e ndo por diminuicdo de viabilidade celular. Desse modo, a
concentracdo de 1 uM e 10 uM e o periodo de 24 horas de incubag¢do foram adotados nos

experimentos com macréfagos.

Tabela 8: Viabilidade celular de macréfagos THP-1 apds 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%
1uM 10 pM 0,5 uM 1uM 2 uM
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 reducdo de MTT a formazana. As
concentragdes equivalentes de veiculo (DMSO) utilizadas nas solu¢des de TZD 0,5, 1, 2 e 10 pM foram,
respectivamente, 0,005, 0,01, 0,02 e 0,1% (v/v). Os resultados s@o expressos como média + SD de 1 experimento
(24h, n=3) ou de 3 experimentos independentes (48h, n = 9). ND: ndo determinado.

Em macréfagos humanos da linhagem THP-1, ensaios preliminares sugerem que a
TZD GQ-150 estimula a expressdo génica de TNF-a, enquanto o tratamento com as TZDs
LYSO-7, GQ-177 e SF-3 ndo apresentam qualquer alteracdo na expressdo dessa citocina
(figura 24B). De modo similar, a incubag¢do com as TZDs (na concentragdo de 1 e 10 uM) ndo
alterou a atividade de c-Jun N-terminal quinase uma vez que nao foi observado efeito dos

novos derivados de TZDs sobre os niveis de fosforilagdo dessa proteina (figura 24C e D).
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Figura 24: Efeitos das TZDs sobre a expressdo de mediadores pré-inflamatérios. Expressdo génica de IL-6 e
CCL2/MCP-1 em adipécitos 3T3-L1 estimulados com LPS (A). Expressdo génica de TNF-o0 em macréfagos
THP-1 estimulados com 4cido palmitico (B). Western Blots representativos de p-cJun em macréfagos THP-1
estimulados com 4cido palmitico, previamente incubados com TZD 1uM (C) ou 10uM (D). Os adipdcitos foram
incubados com TZD 1uM por 3 dias e, em seguida, por mais 24h com LPS 75ng/mL em presenca de TZD 1pyM
para a avaliagdo de IL-6 e CCL2/MCP-1 por PCR em tempo real. Os macréfagos foram incubados com TZD por
24h e, ap6s esse periodo, por 3h em presenca de TZD e 4cido palmitico S00uM. A expressdo de TNF-a foi
avaliada por PCR em tempo real e a de p-cJun por Western Blot. Para a avaliacdo de TNF-a foi utilizada a
concentragcdo de 1uM de TZD e para p-cJun, TZD a 1 ou 10uM. Os resultados representam a média + SD de 2
experimentos independentes (n=6 para os adipdcitos e n=2 para os macréfagos. * 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 oxigénio e a taxa de acidificacao extracelular

Para uma avaliacdo mais especifica do metabolismo mitocondrial em macréfagos,
também utilizamos o ensaio XF de fluxo extracelular (Seahorse Bioscience), que entre outros
parametros permite avaliar o consumo de oxigénio e a acidificacdo extracelular em tempo
real. A Rosiglitazona nio afetou a respiracdo celular nas concentragdes de 1 e 10 uM
(resultados nao apresentados). Entretanto, a LYSO-7 e a SF-3 inibiram marcantemente a
respiracdo celular basal na concentragdao de 10 uM, conforme demonstrado pela diminui¢ao
do consumo de oxigénio (figura 25A e B). Por outro lado, ao avaliarmos a taxa de

acidificagcdo extracelular, verificamos que a SF-3 inibe a glicdlise, enquanto a LYSO-7 a

estimula (figura 25C).
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Figura 25: Efeitos das TZDs sobre a fun¢do mitocondrial de macréfagos THP-1. (A e B) Consumo de oxigénio.
(C) Taxa de acidificagdo extracelular. Os macréfagos foram cultivados com TZDs a 10 uM durante 24 horas.
Ap6s esse periodo, o meio de cultura foi removido e foram adicionados 200 pL de DMEM suplementado com
glicose 11 mM. As placas foram incubadas em ambiente livre de CO, por pelo menos 1 hora antes de iniciar as
determinagdes de OCR e ECAR. Durante as determinagdes, foram injetadas solugdes de oligomicina 1 uM
(inibidor e ATPase) ou FCCP 1 uM (desacoplador da fosforilagdo oxidativa). Os resultados representam a média
+ SD de 2 experimentos independentes (n=16).

5.8 Efeitos das TZDs sobre a via de sinalizacio de AMPK

Alteragdes na fungdo da mitocondria podem ativar a via de sinalizacdo de AMPK que,
entre seus efeitos benéficos, melhora a resposta tecidual a insulina. Considerando que em

adipdcitos (tabela 7) e macréfagos (tabela 8) foi observado diminuicdo da atividade



89

mitocondrial com os novos derivados de TZDs, investigamos se esses compostos atuam como
ativadores de AMPK. Em dois experimentos realizados utilizando as concentracdes de 1 e 10
UM de TZDs, os resultados ndo foram reprodutiveis, ndo sendo conclusivos quanto a

atividade das TZDs sobre a via de AMPK.
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Figura 26: Efeitos das TZDs sobre a via de sinalizacdo de AMPK. Os macréfagos THP-1 foram incubados com
TZDs 1 uM (A e B) ou com TZDs 10 uM (C e D) por 24 horas para a detec¢do por Western Blot de p-ACC, um
marcador de ativacdo da via de AMPK. Foram realizados 2 experimentos independentes para cada concentracao
de TZD.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos que os novos derivados de TZDs LYSO-7, GQ-150, GQ-
177 e SF-3 ndo atuam como ligantes de PPARY. Como consequéncia disso, esses compostos
interferem menos intensamente na via de sinalizacdo de Wnt, causando menos prejuizos ao
processo de diferenciacdo celular de pré-osteoblastos e pré-adipdcitos. A principal observagao
que fizemos foi que apesar de ndo atuarem como agonistas totais de PPARY, estimulam a
utilizacdo de glicose em adipécitos de modo dependente de insulina.

As TZDs classicas sao ligantes de PPARY e a ativacdo suprafisioldgica desse receptor
nuclear pode provocar importantes efeitos adversos incluindo ganho de peso, aumento da
massa adiposa, edema (FONSECA, 2003), insuficiéncia cardiaca congestiva (HOME, 2011),
perda Gssea e risco aumentado de fraturas (GREY, 2009). Virios estudos em pacientes tém
relatado o efeito prejudicial das TZDs cléssicas 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 observac¢do de perda dssea e maior
risco de fraturas em pacientes que utilizam TZDs é muito preocupante, considerando que a
populacdo para quem estes farmacos sao destinados, os diabéticos, ja apresentam fragilidade
Ossea, 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).

PPARY € descrito como um fator de transcricdo essencial para o processo de
adipogénese (TONTONOZ; SPIEGELMAN, 2008). De modo importante, adipdcitos e
osteoblastos derivam de um precursor mesenquimal comum na medula 6ssea e evidéncias
apontam que o processo de maturacdo de células tronco mesenquimais na medula dssea €
alterado pelas TZDs. De fato, tem sido proposto que quando o programa de diferenciacao
adipogénica ¢ iniciado por PPARy, a diferenciacdo osteoblastogénica seria reprimida,
causando um desequilibrio na homeostase 6ssea. Assim, os efeitos deletérios ao esqueleto
associados ao uso das TZDs podem ser conseqiientes do aumento da adipog€nese em
detrimento da osteoblastogénese. Diversos trabalhos corroboram essa hipétese 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 provavel mecanismo pelo qual
agonistas de PPARY, como as TZDs, inibiriam a osteoblastogénese. Segundo os autores, 0 uso
de TZDs promove o aumento de DKKI1, um inibidor da via de sinalizacdo de Wnt, com a
conseqilente atenuacdo desta via em células precursoras, levando a supressdo da
osteoblastogénese e ao aumento de adipogénese (GUSTAFSON et al., 2010). De fato, existe
uma clara relacdo entre a sinalizacio de Wnt com massa Ossea em pacientes bem como
modelos animais. Por sua vez, a sinalizacdo candnica de Wnt pode promover a formagao
Ossea por mecanismos diversos, incluindo a renovacdo de células tronco, o aumento na
proliferacdo de osteoblastos e a inducdo de osteoblastogénese (KATO et al., 2002;
NUTTALL; GIMBLE, 2004; REYA; CLEVERS, 2005).

Além disso, tratamentos farmacoldgicos que aumentam a sinalizacdo de Wnt em
células tronco mesenquimais estimulam a osteoblastogénese e inibem a adipogénese. A
explicacdo para isso seria que mediadores gerados pela sinalizacdo de Wnt poderiam bloquear
a inducgdo dos fatores de transcri¢do adipogénicos, tais como C/EBPa e PPARY (BENNETT
et al.,, 2002; TAKADA, L et al., 2007). Desse modo, a supressao da sinalizacio de Wnt
estimula a adipogénese (BENNETT et al., 2002), como o observado pela inducdo de PPARY
(LIU; FARMER, 2004; MOLDES et al., 2003; ROSS et al., 2000). Assim, esses estudos
sugerem que candidatos a formacos seguros com relacdo a homeostase dssea ndo devem inibir
a via de sinalizacdo de Wnt. Por essa razdo, essa via foi investigada em nosso estudo. Como
demonstrado, ao contrario da Rosiglitazona, os novos derivados de TZDs nao afetam a via de
sinaliza¢do de Wnt, o que foi confirmado pela manutencdo dos niveis de B-catenina similares
ao grupo controle durante o processo de diferenciagdo de pré-adipdcitos e pré-osteoblastos
murinos. Condizente com esse achado, a adipogénese sofreu poucas alteracdes com 0s novos
compostos, conforme avaliado pela expressdo de genes relacionados ao fendtipo de
adipdcitos, ndao sendo observado modificacio no acimulo lipidico. Adicionalmente, a
mineralizacdo de matriz e a atividade da fosfatase alcalina também nado foram inibidas em
pré-osteoblastos, apesar de ter sido observado um fraco efeito anti-osteoblastico pela
supressdo de alguns genes relacionados ao fenétipo de osteoblastos (Runx2 e coldgeno). Por
outro lado, foi observado um aumento na expressdao génica de osteocalcina em presenca da
TZD GQ-177, o que pode ter compensado a diminui¢cdo de coldgeno, mantendo a
mineralizacao de matriz em niveis similares ao do grupo controle.

Interessantemente, verificamos que os novos derivados de TZDs ndo modificam a

producdo de leptina em adipdcitos murinos, ao contrdrio da Rosiglitazona, que a diminui
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marcantemente. Pelo fato da leptina ser um hormdnio que exerce importantes acdes na
regulagdo do estoque energético e do metabolismo 6sseo, podemos supor que a manutengao
de seus niveis fisioldgicos pelos novos derivados de TZDs seja uma vantagem em relagc@o as
TZDs cléssicas. De fato, a diminuicdo dos niveis 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 niveis séricos de
leptina também estdo diminuidos em mulheres com fraturas vertebrais (YAMAUCHI et al.,
2001).

Apesar de ndo existirem estudos conclusivos que demonstrem a associagdo entre
niveis diminuidos de leptina e risco aumentado de fraturas ésseas, evidéncias experimentais
descrevem os beneficios da leptina para o esqueleto. Interessantemente, estudos mostram que
a administracdo de leptina aumenta a massa 6ssea em camundongos ob/ob (STEPPAN et al.,
2000) e atenua a perda Ossea em ratas ovariectomizadas (BURGUERA et al., 2001).
Adicionalmente, outro estudo demonstrou que a adicao de leptina a cultura de células murinas
provocou um aumento da proliferacdo de osteoblastos e a inibicdo da osteoclastogénese,
enquanto que a administracdo de leptina a camundongos diminui a fragilidade oOssea
(CORNISH et al., 2002). A promogao da osteoblastogénese induzida pela leptina também foi
evidenciada em linhagem celular humana (THOMAS et al., 1999). Entdo, € possivel que a
auséncia de efeito inibitério sobre a producao de leptina também seja um fator que colabore
para a maior seguranca dos compostos avaliados em nosso estudo. Entretanto, € importante
ressaltar que o nosso estudo ndo foi delineado especificamente para investigar se as TZDs
também afetam a osteoblastogénese indiretamente, via tecido adiposo modificando a
producdo de leptina. Portanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar essa questao.

Desse modo, temos demonstrado de maneira consistente que os novos derivados de
TZDs apresentam vantagens terapéuticas com relacio as TZDs cldssicas do ponto de vista de
seguranca por afetarem menos intensamente a diferenciacdo celular de pré-adipdcitos e pré-
osteoblastos. Comprovamos, também, que isso se deve ao fato dos compostos ndo atuarem
como ligantes de PPARY e por preservarem inalterada a via de sinalizagdo de Wnt/B-catenina.
Embora muitos dos efeitos benéficos das TZDs sejam atribuidos a ativacdo de PPARY, seus
efeitos adversos também se devem a ativacao excessiva desse receptor. Nesse sentido, alguns
estudos tém sugerido o planejamento de agonistas parciais de PPARY como uma estratégia
para minimizar os efeitos indesejdveis, preservando suas propriedades terapéuticas (AMATO

et al.,, 2012; BERGER et al., 2003; FUKUI et al., 2000). Por outro lado, ndo pode ser
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excluida a possibilidade de que alguns dos efeitos das TZDs ocorram de maneira
independente da ativacdo de PPARY. Na verdade, alguns estudos in vitro comprovam que
efeitos antiproliferativos (HAN; ROMAN, 2006; HAZRA et al., 2007), anti-inflamatorios
(CROSBY et al., 2005), antioxidante (FERGUSON et al., 2009; LEVONEN et al., 2001) e
aqueles relacionados ao balango energético e a fun¢do mitocondrial (FEINSTEIN et al., 2005;
KONRAD et al.,, 2005) ocorrem de maneira independente da ativacio de PPARY. Nesse
estudo, apresentamos novos derivados de TZDs que ndo atuam como ligantes de PPARY, mas
que preservam a atividade sensibilizadora de insulina associada a essa classe de farmacos. A
LYSO-7, GQ-150 e SF-3 aumentaram a utilizacdo de glicose em adipdcitos murinos,
enquanto a GQ-177 além de aumentar a captagao de glicose em presenca de insulina, reverteu
a diminuicdo da captacdo de glicose causada pela dexametasona.

O envolvimento de mediadores pré-inflamatérios (DE FILIPPO et al., 2014;
HOTAMISLIGIL; PERALDI; BUDAVARI, 1996; SADASHIV et al., 2014) e da
modificacdo do perfil de adipocinas, particularmente da diminui¢do de adiponectina e do
aumento de resistina (ANTUNA-PUENTE et al., 2008; ARNER, 2003) € descrito no
desenvolvimento da resisténcia insulinica e do diabetes. Sabe-se também que as TZDs
cldssicas podem aumentar a sensibilidade insulinica por diminuirem o processo inflamatério e
melhorarem o perfil de adipocinas (BASTARD et al., 2006; SCHAALAN, 2012). Em nosso
estudo, os novos derivados de TZDs nao foram capazes de induzir qualquer alteracdo sobre a
producdo de adiponectina e resistina. Adicionalmente, ndo observamos efeito anti-
inflamatério em adipdcitos murinos estimulados com LPS e em macréfagos de linhagem
humana estimulados com &4cido palmitico, conforme demonstrado pela auséncia de efeito
sobre a expressio de IL-6, CCL2/MCP-1, TNF-a e p-cJun. Contrariamente ao que
observamos, um estudo prévio demonstrou que a LYSO-7 apresenta atividade anti-
inflamatéria em macréfagos murinos pela diminui¢do da expressdo génica de CCL2/MCP-1,
COX-2, iNOS e VCAM, reduzindo a drea de lesdo aterosclerdtica em camundongos LDLr"
submetidos a dieta hipercolesterolémica (CESAR, 2013). No mesmo estudo, efeitos
semelhantes foram encontrados com a GQ-177, tanto pela diminuicdo de mediadores pro-
inflamatérios em macréfagos, como pela diminuicio das lesdes aterosclerdticas em
camundongos. Adicionalmente, Santin et al. (2013) demonstraram a atividade anti-
inflamatéria da LYSO-7 em camundongos submetidos a lesdo gdastrica induzida por
etanol/HCl (SANTIN; DAUFENBACK; et al.,, 2013). Em outro estudo, os autores

confirmaram o efeito anti-inflamatério da LYSO-7 pela diminui¢do da produgio de IL-1P e
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de NO por neutréfilos murinos. Demonstraram, ainda, que a LYSO-7 apresenta atividade pan-
agonista (ativagdo de PPARY, PPARa ¢ PPARP/S) e que os efeitos anti-inflamatérios sdo
eliminados pelo GW9962, um antagonista especifico de PPARY, sugerindo que os efeitos anti-
inflamatérios da LYSO-7 sdo decorrentes da ativacdo desse receptor (SANTIN; UCHOA; et
al., 2013). César (2013) também constatou a ativacdo de PPARa e PPARY pela LYSO-7 e
ativacdo de PPARY pela GQ-177. Em nosso estudo, porém, ndo foi observada a ativacdo de
PPARY no ensaio de gene repdrter com nenhuma das TZDs avaliadas. Esse resultado pode ser
explicado por termos utilizado vetores que continham apenas o dominio de ligacdo de PPARY.
Portanto, nossos resultados apontam que os novos derivados de TZDs ndo atuariam como
ligantes desse receptor nuclear.

Embora ndo tenhamos observado que a GQ-177 atua como um ligante de PPARY,
verificamos que aumenta a expressao de genes-alvo de PPARY em pré-adipdcitos murinos em
processo de diferenciacdo celular. De fato, a adicdo de GQ-177 a cultura celular de pré-
adipdcitos induziu o aumento significativo da expressao génica de PPARY2, C/EBPa, FABP4
e CD36 e do nivel protéico de CD36. Por outro lado, em linhagem humana de pré-adipdcitos,
verificamos auséncia de efeito adipogénico com a GQ-177. Essas diferengas de resultados
podem ser explicadas de modo plausivel pelas diferencas experimentais entre o nosso estudo e
os demais citados anteriormente. Em nosso estudo, trabalhamos com linhagens murinas e
humanas de adipdcitos e linhagem humana de macréfagos, utilizando como estimulo pré-
inflamatério o LPS ou o 4cido palmitico, enquanto nos demais estudos trabalhou-se com
macréfagos e neutréfilos de linhagens murinas, utilizando como estimulos LPS isoladamente
ou em associacdo com IFN-y. Além disso, os outros estudos também investigaram os efeitos
anti-inflamatérios in vivo, utilizando modelos complexos, enquanto realizamos somente
estudos in vitro. E possivel, ainda, que diferencas nos lotes de GQ-177 possam ter contribuido
para as diferencas encontradas no nosso estudo com relacdo aos resultados de expressao de
marcadores de fendtipo adipogénico em linhagem murina e humana de pré-adipdcitos.
Diferencas entre os diferentes lotes de sintese de LYSO-7 também poderiam explicar as
diferencas entre os resultados de ativacdo de PPARY e atividade anti-inflamatéria em
comparacao com os estudos de César (2013) e Santin et al. (2013).

Outra observagdo interessante que fizemos foi que os novos derivados de TZDs
modificam a atividade mitocondrial em adipdcitos e macréfagos de linhagem humana. A
LYSO-7 aumentou a redu¢do de MTT a formazana, enquanto GQ-150, GQ-177 e SF-3 a

inibiram em ambas as linhagens celulares. Ao investigarmos a fun¢do 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 respirac@o celular em macréfagos de linhagem humana. Houve diminuicdo do
consumo de oxigénio e modificacdo da taxa de glicdlise, sugerindo que a relagio ATP/ADP
também poderia ser alterada por tais compostos. Baixos niveis de ATP estimulam a via de
sinalizagcdo de AMPK, que funciona como um sensor de energia celular, reconhecidamente
importante para a regulacdo de varios processos celulares, como metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas, proliferacdo e morte celulares e homeostase cardiovascular. De fato, a
inibi¢do da fun¢do mitocondrial pelas TZDs tem sido relatada como um efeito que ocorre de
maneira independente da ativacdo de PPARY em diferentes tipos celulares. Além disso, a via
de AMPK tem sido apontada como um fator-chave relacionando a inibicdo da mitocondria
com os efeitos sobre o metabolismo de glicose e lipidios que se seguem apods 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 lipidios
e glicose em camundongos LDLr-/- apds tratamento com LYSO-7 ou GQ-177. LYSO-7
diminuiu as concentragdes plasmadticas de colesterol total e triacilglicerdis, enquanto a GQ-
177 aumentou as concentragdes plasmadticas de HDL-colesterol. Considerando as
similaridades entre os efeitos metabdlicos da ativagdo da via de AMPK e os apresentados
pelos novos derivados de TZDs avaliados em nosso estudo (aumento da utilizacao de glicose)
e pelos estudos de César (2013) — efeitos anti-inflamatérios e melhoria do perfil sérico
lipidico — e de Santin et al. (2013) — efeitos anti-inflamatérios — nos questionamos se esses
compostos poderiam atuar como ativadores de AMPK. Condizente com essa hipdtese, nos
dois primeiros experimentos utilizando macréfagos humanos, observamos um aumento da
fosforilagdo de ACC, o que sugere ativacdo de AMPK pela LYSO-7 e SF-3 na concentragao
de 1 uM. Entretanto, ndo observamos ativacdo de AMPK nos experimentos seguintes
utilizando a concentracdo de 10 uM de TZD. Uma explicagcdo possivel para a variacdo dos
resultados seria a precipitacdo dos compostos na concentracdo de 10 UM quando adicionados
no meio de cultura. Além disso, o grau de precipitacdo variou bastante entre os experimentos,
o que também pode explicar a variagdo dos resultados. Apesar de nossos resultados com
relacdo a ativagdo de AMPK pelos novos derivados de TZDs nao serem conclusivos, esta é
uma questdo que merece mais investigacdo. A avaliacdo da atividade dos novos derivados de
TZDs sobre a funcdo mitocondrial e via de AMPK em linhagem de hepatdcitos, assim como o

estudo dos efeitos de tais compostos sobre os niveis séricos de lipoproteinas e de glicose em
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um modelo murino de sindrome metabdlica poderdao contribuir para a elucidacdo dos
mecanismos pelos quais os novos derivados de TZDs exercem seus efeitos benéficos in vivo.
Em conclusdo, apresentamos novos derivados de TZDs que ndo atuam como ligantes
de PPARY e que afetam menos intensamente a diferenciacdo de adipdcitos e osteoblastos.
Além disso, tais compostos parecem inibir a respiragdo celular, conforme demonstrado pela
diminui¢do do consumo de oxigénio em macréfagos, e retém a atividade sensibilizadora de
insulina em adipdcitos murinos. Mais estudos sdo necessdrios para elucidar os mecanismos
responsaveis por esses efeitos, bem como para estabelecer se os novos derivados de TZDs sao
mais seguros in vivo, com relacio ao risco de fraturas dsseas e ganho de massa adiposa. Se
existe relacdo entre a inibicdo da funcdo da mitocOndria, via de AMPK, as propriedades
antiaterogénicas e melhoria do perfil lipidico e glicEmico pelos novos derivados de TZDs in
vivo, este € um assunto que permanece a ser elucidado e para isso mais estudos sao

necessarios.
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CONCLUSOES

» GQ-89 apresentou menores efeitos antiosteobldsticos quando comparado com a

Rosiglitazona. Apesar da diminuic@o da expressao génica de Runx2 e coldgeno, a GQ-
89 ndo interferiu na via de sinalizagdo de Wnt/B-catenina, aumentou a atividade da
fosfatase alcalina e manteve a mineralizagdo de matriz comparavel a apresentada pelo

Controle;

GQ-177 manteve o efeito sensibilizador de insulina, com menores efeitos
antiosteobldsticos e adipogénicos em linhagens celulares murinas e com auséncia de
efeitos adipogénicos em linhagem celular humana. A GQ-177 demonstrou ndo ser um
ligante de PPARY, mas estimulou em menor magnitude genes-alvos desse receptor
(C/EBPa, FABP4, CD36) em pré-adipdcitos murinos e estimulou a expressao de
PPARY2. A GQ-177 aumentou a expressdo gé€nica de osteocalcina, manteve a
atividade da fosfatase alcalina e a mineralizacdo de matriz compardveis as
apresentadas pelo Controle, apesar de ter diminuido a expressdo génica de Runx2 e
coldgeno como a Rosiglitazona. Por ndo ter se comportado como um ligante de
PPARY e a auséncia de efeito sobre a via de sinalizagdo de Wnt/B-catenina podem
explicar os menores efeitos antiosteoblasticos e adipogénicos da GQ-177. Nao foi
observado efeito da GQ-177 sobre a producdo de adipocinas em adipdcitos de ambas
as linhagens murina e humana, e de mediadores pré-inflamatérios em adipdcitos
murinos ¢ em linhagem humana de macréfagos. Apesar de inibir a atividade
enzimadtica mitocondrial de adipdcitos e macréfagos de linhagens humanas, seu efeito
sobre a via de sinalizacio de AMPK foi inconclusivo. Assim, 0s mecanismos
responsaveis pelo aumento da captacao de glicose com a GQ-177 permanecem a ser

determinados;

LYSO-7 ndo apresentou atividade ligante em PPARY, o que pode explicar a auséncia
de efeito sobre a via de sinalizacdo de Wnt/B-catenina em pré-adipdcitos murinos e a

auséncia de efeito adipogénico em pré-adipdcitos murinos e de linhagem humana.
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Aumentou o consumo de glicose em adip6citos murinos, mas esse efeito nao foi
confirmado no ensaio de captacdo de glicose. Nao mostrou apresentar efeitos sobre a
producdo de adipocinas em adipdcitos de linhagens murina e humana, assim como de
mediadores pré-inflamatérios em macréfagos de linhagem humana. Apesar de
modificar a fun¢do mitocondrial (aumento da atividade enzimatica em adipdcitos e
macréfagos de linhagens humanas, aumento da taxa de glicdlise e diminuicdo do
consumo de oxigénio em macréfagos de linhagem humana), seu efeito sobre a via de

sinalizacdo de AMPK foi inconclusivo;

GQ-150 mostrou ndo atuar como ligante de PPARY. Interferiu na expressdao gé€nica de
B-catenina de maneira ndo persistente, sem modificar seus niveis protéicos,
preservando a via de sinalizacdo de Wnt/B-catenina similar 2 do Controle. Inibiu a
expressdo génica de C/EBPaq, reduziu a expressdao gé€nica e os niveis protéicos de
CD36, sem modificar o actimulo lipidico em pré-adipdcitos murinos durante o
processo de diferenciacdo celular. Aumentou o consumo de glicose em adipdcitos
murinos, mas esse efeito ndo foi confirmado no ensaio de captagao de glicose. Nao
mostrou apresentar efeitos sobre a producao de adipocinas em adipdcitos de linhagens
murina € humana, bem como de mediadores pro-inflamatérios em macréfagos de
linhagem humana. Apesar de inibir a atividade enzimética mitocondrial de adipdcitos
e macréfagos de linhagens humanas, seu efeito sobre a via de sinalizagdo de AMPK

foi inconclusivo;

SF-3 ndo demonstrou agir como um ligante de PPARY. Interferiu na expressdo génica
de PB-catenina de maneira ndo persistente, sem modificar seus niveis protéicos,
preservando a via de sinalizagdo de Wnt/B-catenina similar & do Controle. Estimulou a
expressdo génica de C/EBPo de maneira nao persistente, aumentou a expressao génica
de FABP4, inibiu a expressdo génica e os niveis protéicos de CD36, sem modificar o
acimulo lipidico em pré-adip6citos murinos durante o processo de diferenciacdo
celular. Aumentou o consumo de glicose em adipdcitos murinos, mas esse efeito nao
foi confirmado no ensaio de captacdo de glicose. Nao mostrou apresentar efeitos

sobre a producdo de adipocinas em adipdcitos de linhagens murina e humana, bem
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como de mediadores pré-inflamatérios em macréfagos de linhagem humana. Apesar
de modificar a fun¢do mitocondrial (inibicao da atividade enzimdtica em adipdcitos e
macréfagos de linhagens humanas, assim como diminui¢do do consumo de oxigénio e

da taxa de glicdlise), seu efeito sobre a via de sinalizagdao de AMPK foi inconclusivo.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pds-Graduacgao

Informagoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentagdo oral do seu trabalho, com duracéo
maxima de trinta minutos.

2. 0Os membros da banca fardo a arglicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para arglir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), &
facultada a argticdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao pulblico.

4. Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovagdo ou
reprovagao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arglicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora deverad emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Serd considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Dulvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-
Graduacao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014,

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Linau Prastes, 580, Blaco 13 A - Cidade Universitana - CEP 05508-900 - S3a Paula - 5P
Fana: (11) 3081 3621 - Fax (11) 3081 3141 —e-mail: pgfarma@usp. br

114



115

Fanus - Sistema Administrativo da P6s-Graduagio

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 6963173/1 - Cristiane Akemi lamamoto Saito

Email: caiamamoto@usp.br

Data de Nascimento: 14/08/1981

Cedula de Identidade: RG - 001103227 - MS

Local de Nascimento: Estado do Mato Grosso do Sul

Nacionalidade: Brasileira

Graduagao: Farmacéutico - Universidade Estadual de Londrina - Parana - Brasil - 2003

Mestrado: Mestre em Patologia Experimental (1) - Universidade Estadual de Londrina - Parana -
Brasil - 2007

Curso: Doutorado

Programa: Farmacia (Analises Clinicas)

Area: Anélises Clinicas

Data de Matricula: 14/07/2009

Inicio da Contagem de Prazo: 14/07/2009
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Trancamento(s): 365 dias

Periodo de 11/11/2013 a 10/11/2014

Prorrogagao: 120 dias
Periodo de 14/07/2013 a 11/11/2013

Data de Aprovagdo no Exame de

Qualificagio: Aprovado em 14/09/2011

Data do Depéosito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovacdo da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:
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9136 - 6963173/1 - Cristiane Akemi lamamoto Saito

Sigla Nome da Disciplina Inicio Término Car’gz_: Cred. Freq. Conc. Exc. Situacgao
Horaria
FBC5757-2/1 Topicos em Andlises Clinicas I 17/08/2009 29/11/2009 30 2 100 A N Concluida
0 Orgao Adiposo como Centro Regulador
BMB5804-2/2 do Metabolismo (Instituto de Ciéncias 25/09/2009 06/11/2009 60 4 90 A N Concluida
Biomédicas - Universidade de Sao Paulo)
FBCS5748-3/2 I1apalhos Cientificos: da Blaboraggo & 45035010 12/04/2010 60 4 100 A N Concluida
Publicagdo
FBC5793-9/2 Topicos em Andlises Clinicas | 08/03/2010 21/06/2010 30 2 100 A N Concluida
Metodologia do Ensino Superior Pré-matricula
EDM5791-5/4 (Faculdade de Educagéo - Universidade  17/03/2010 30/06/2010 120 0 0 - indeferid
de S&o Paulo) Inceterida
FBA5728-2/11 Aprimoramento Didatico 20/04/2010 17/05/2010 60 0 0 - RG]
indeferida
Preparacdo Pedagdgica (Faculdade de Matricula
VPS5717-4/5 Medicina Veterinaria e Zootecnia - 06/08/2010 15/10/2010 30 0 0 - N cancelada
Universidade de S&o Paulo)
Metodologia do Ensino Superior
EDM5791-5/5 (Faculdade de Educagéo - Universidade  18/08/2010 30/11/2010 120 8 100 A N Concluida
de Sao Paulo)
Perspectivas na Pesquisa com Células-
QBQ5767-2/1 Tronco (Instituto de Quimica - 20/09/2010 27/09/2010 30 2 100 A N Concluida
Universidade de Sao Paulo)
Diferenciag&o de Células Tronco (Curso
BTC5780-1/2 Interunidades: Biotecnologia - 04/05/2011 07/06/2011 60 4 90 A N Concluida
Universidade de S&o Paulo)
Praticando Analise de Proteinas (Instituto Pré-matricula
BMB5818-1/2 de Ciéncias Biomédicas - Universidade de 04/08/2011 01/09/2011 60 0 0 - ) )
Sao Paulo) indeferida
Atualizagdo em Diabetes Mellitus Tipo 1 e Matricula
MCM5716-5/3 2 e Sindrome Metabdlica (Faculdade de  26/09/2011 30/10/2011 75 0 0 - cancelada
Medicina - Universidade de Sao Paulo)
Animais de Laboratorio (Instituto de .
QBQ5747-6/3 Quimica - Universidade de Sao Paulo) 21/11/2011 30/11/2011 15 1 100 A N Concluida
Créditos minimos exigidos Cre«zlltos
obtidos
e e_x_ame:de Para depdsito de tese
qualificacao
Disciplinas: 0 20 27
Estagios:
Total: 0 20 27

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Observacoes:

1) Curso com validade nacional, de acordo com o disposto na Portaria n® 2878, de 26.08.2005.
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Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.
Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Trancado de 11/11/2013 até 10/11/2014
Impresso em: 30/10/14 08:49:10



