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PREFACIO

A obesidade é atualmente um dos maiores problemas de saude publica
mundial, n&o apenas por sua elevada prevaléncia, mas também pela
morbimortalidade das doengas a ela associadas. O diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) é
a principal doenga associada a obesidade, sendo caracterizado basicamente pela
reducao da secrecao pancreatica de insulina, associada a resisténcia a agcao desse

hormonio em varios tecidos.

As terapias atuais para o tratamento da resisténcia insulinica associada ao
DM 2 incluem a biguanida metformina e as tiazolidinadionas (TZDs). Estas ultimas
sdo agonistas totais do receptor ativado por proliferadores peroxissomais gama
(PPARYy), um receptor nuclear ativado por ligantes, envolvido em diversos processos
fisiologicos, incluindo o metabolismo lipidico, homeostase da glicose e resposta

inflamatoria.

O envolvimento do PPARy em vias metabdlicas cruciais tornou-o alvo atrativo
para o desenvolvimento de agentes para o tratamento de doencas metabdlicas
humanas. Contudo, seu amplo padrédo de expressdo e suas variadas agoes
metabdlicas também constituem desvantagens. A ativagado supra-fisioldgica das vias
de sinalizagao reguladas pelo PPARYy parece estar relacionada aos efeitos adversos

de alguns compostos que ativam esse receptor.

De fato, as TZDs constituem uma classe de medicamentos bastante eficazes
no aumento da sensibilidade insulinica, mas estdo associadas a efeitos adversos
bem estabelecidos como ganho de peso, reteng¢do hidrica, edema e insuficiéncia
cardiaca, aumento do risco de infarto do miocardio, perda 6ssea e aumento do risco

de fraturas, além de aumento do risco de cancer de bexiga.

Esses efeitos adversos levaram a restricdes e até mesmo suspensao do uso
das TZDs em alguns paises, inclusive no Brasil, onde o registro dos medicamentos
contendo o principio ativo rosiglitazona foi cancelado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2010. Dessa forma, a unica alternativa as TZDs

para melhorar a resisténcia a insulina em pacientes com DM 2 é a metformina.
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Contudo, em monoterapia, a metformina € menos eficiente na redugdo da glicose
sanguinea. Além disso, os efeitos anti-inflamatérios das TZDs mediados pela
ativacdo do PPARy sao importantes aspectos do mecanismo de acédo dessas

drogas, nao compartilhados pela metformina.

Nesse cenario, esforcos tém se concentrado na identificacdo e
desenvolvimento de agonistas especificos de PPARy que mantenham os efeitos
benéficos da ativacdo desse receptor, sem produzir efeitos adversos consideraveis.
Com esse intuito, o GQ-16, um agonista especifico e parcial do PPARYy, foi

desenvolvido na Universidade Federal de Pernambuco.

Um estudo realizado no Laboratério de Farmacologia Molecular da
Universidade de Brasilia em colaboracido como Instituto de Pesquisa do Hospital
Metodista de Houston, e publicado em 2012 no The Journal of Biological Chemistry,
mostrou que O GQ-16 melhorou a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina
em um modelo murino de obesidade e diabetes, de forma similar a rosiglitazona,
mas sem indug¢ao do ganho de peso observado em resposta ao tratamento com esta
TZD.

Até o momento, os mecanismos pelos quais o GQ-16 exerce acao
sensibilizadora da insulina sem indugdo do ganho de peso n&o foram
completamente elucidados. Buscando contribuir para o preenchimento dessa
lacuna, estudamos, em adipécitos maduros, o efeito do GQ-16 sobre a atividade do

PPARy em um nivel transcricional amplo, utilizando a técnica de microarranjo.

Os resultados mostraram que o GQ-16 regula, em adipdcitos maduros,
poucos genes quando comparado com o agonista total rosiglitazona. Contudo, o
reduzido efeito sobre genes relacionados ao metabolismo lipidico e da glicose e o
efetivo efeito repressor sobre alguns genes positivamente relacionados com a
resposta inflamatéria podem contribuir para a compreensdo dos mecanismos

moleculares pelos quais o PPARYy exerce seus efeitos in vivo.

Além do trabalho com o GQ-16, foco principal do meu doutorado, também tive

a oportunidade de colaborar com outro projetos, o que proporcionou Nnovos
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aprendizados e o contato com pesquisadores que contribuiram para meu

crescimento profissional e também pessoal.

Um dos trabalhos com o qual colaborei foi o Chemical synthesis, docking
studies and biological effects of a pan peroxisome proliferator-activated receptor
agonist and cyclooxygenase inhibitor, publicado no European Journal of
Pharmaceutical Sciences em 2012. Esse trabalho descreve a sintese e os efeitos in
vitro e in vivo do Lyso-7, um composto com atividade pan-agonista em PPAR e com
atividade inibitoria sobre a ciclooxigenase. O Lyso-7 reduziu a secregdo neutrofilica
de interleucina 1 beta (IL-1B) e 6xido nitrico (NO) induzidas por lipopolissacarideo
(LPS), efeito bloqueado pelo GW9962, um antagonista especifico de PPARYy. In vivo,
o tratamento com o Lyso-7 reduziu o influxo de neutréfilos no tecido adiposo

subcutaneo de camundongos induzido pela inje¢do de carragenina.

No terceiro ano de doutorado, fui contemplada com uma bolsa para
realizagdo do doutorado sanduiche, quando estagiei no Instituto de Pesquisa do
Hospital Metodista de Houston, sob orientagdo do Professor Dr. Paul Webb. No
Laboratério do Professor Paul realizei o microarranjo com o GQ-16 e também

colaborei com mais dois trabalhos.

O trabalho no qual colaborei com professora Dra. Aleksandra Cvoro, intitulado
A Thyroid Hormone Receptor/KLF9 Axis in Human Hepatocytes and Pluripotent
Stem Cells, foi publicado na revista Stem Cells em 2014. Neste trabalho, é
demonstrada a cooperacéo entre os Receptores do Horménio Tiroideano (TRs) e o
fator transcricional KLF9 (Kruppel Like Factor 9) na regulagdo da proliferacéo e

diferenciacéo dos hepatdcitos.

A ativagdo do TR levou ao aumento da expressédo do KLF-9 em células
HepG2, hepatdcitos primarios de camundongos e humanos, células tronco
pluripotentes humanas (human induced pluripotent stem cells - hiPSC) e células
tronco embrionarias humanas (human embryonic stem cells - hESC). O nocaute do
KLF-9 alterou a expresséo de centenas de genes em células HepG2, hESC e hiPSC
e a avaliagao por microarranjo mostrou que varios genes envolvidos na sinalizagao
Notch, importante no desenvolvimento e regeneragao do figado, sdo regulados em

resposta ao tratamento com T3 e também alterados pelo nocaute do KLF-9.



O segundo trabalho com o qual colaborei no periodo do doutorado sanduiche,
de autoria da pesquisadora Ana Puhl, ainda n&o fui publicado, mas encontra-se
pronto para ser submetido. Nesse trabalho, por meio de ensaios de gene reporter,
foi mostrado que os anti-inflamatérios diclofenaco sodico, indometacina e ibuprofeno
sdo agonistas do PPARy. A cristalografia do LBD do PPARYy ligado a esses
compostos mostrou modos de ligagao distintos. Enquanto a indometacina e o
ibuprofeno se ligam como homodimeros, o diclofenado liga-se ao LBD como um
mondmero. Ensaios de adipogénese com células 3T3-L1 revelaram que o
diclofenaco soédico, indometacina e ibuprofeno sdo capazes de induzir a
diferenciacdo dessas células em adipdcitos, embora com intensidades diferentes. A
analise da expressao génica induzida pelo tratamento de adipécitos 3T3-L1 maduros
com esses anti-inflamatoérios revelou um padrdo de regulagdo semelhante ao da
rosiglitazona, nas vias relacionadas ao metabolismo lipidico e da glicose e resposta

inflamatoria.

Quando retornei dos Estados Unidos, além de concluir a analise dos dados do
microarranjo, iniciei um trabalho que visa a identificagcdo de poluentes ambientais
que atuam como desreguladores endodcrinos (DEs). Os DEs s&o substancias
exégenas com capacidade de interferir na fungdo enddcrina, alguns dos quais ja
foram relacionados com o desenvolvimento de obesidade, resisténcia a insulina e
diabetes. Entre os poluentes ambientais mais amplamente distribuidos no ambiente
estdo os organostanicos, utilizados principalmente na fabricagdo do PVC. Por meio
de ensaios de gene repoérter, foram identificados quatro compostos da classe dos
organoestanicos (DBTs diclorato, diacetato, dilaurato, maleato) capazes de ativar o
PPARy. Ensaios de diferenciagdo com células 3T3-L1 também mostraram que
esses compostos possuem efeito adipogénico, evidenciado pelo acumulo
intracelular de lipideos. Esses resultados preliminares serdo apresentados no
congresso internacional Endo 2015 (The Endocrine Society's 97" Annual Meeting),
que sera realizado em margo, em San Diego, Califérnia. Nosso proximo passo € o
estudo in vivo, buscando avaliar o efeito desses compostos sobre variaveis

metabdlicas, depositos de tecido adiposo e em outros tecidos, tais como o figado.
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RESUMO

A prevaléncia de obesidade, associada a resisténcia insulinica e diabetes tipo 2 vem
aumentando nas ultimas décadas. As tiazolidinadionas (TZDs) s&o agonistas do
receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais (PPARy) com eficiente agao
sensibilizadora da insulina. Contudo, o uso das TZDs esta associado a efeitos
adversos como o ganho de peso, retencao de liquido, edema, insuficiéncia cardiaca
congestiva e perda 6ssea. GQ-16 € um agonista parcial e especifico do PPARy que
melhorou a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina de camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica de forma semelhante a rosiglitazona, mas, ao
contrario dessa, nao induziu ganho de peso ou edema. Considerando que um dos
principais alvos farmacolégicos das TZDs é o tecido adiposo, o objetivo desse
estudo foi determinar o efeito de GQ-16 no transcriptoma de adipécitos 3T3-L1
maduros e comparar sua agao com a da rosiglitazona. A analise realizada pela
técnica de microarranjo revelou que esses ligantes modificam a expressao génica de
forma diferenciada. Enquanto a rosiglitazona modificou a expressao de 1156 genes,
GQ-16 regulou a expressao de apenas 89. Dos 544 genes regulados positivamente
pela rosiglitazona (47%), somente 22 (4,2%) foram regulados pelo GQ-16. No
mesmo sentido, dos 612 genes regulados negativamente pela rosiglitazona (53%),
apenas 24 (4%) foram reprimidos pelo GQ-16. Assim, 46 genes foram regulados
simultaneamente pela rosiglitazona e GQ-16, ou seja, uma concordancia de somente
4%. Além disso, GQ-16 regulou a expressdo de 43 genes (18 ativados e 25
reprimidos) nao controlados pela rosiglitazona. A maior semelhanga entre o GQ-16 e
a rosiglitazona foi sobre a repressao de genes relacionados a resposta inflamatéria
como o Dcn, Vcam1, Orm2 e Lox, por exemplo. A comparacédo do GQ-16 com outros
agonistas parciais de PPARy (MRL24 e SR1664) revelou efeitos similares, tanto
sobre os genes ativados quanto os reprimidos. Nés propomos que o reduzido efeito
sobre genes relacionados a adipogénese e a habilidade do GQ-16 em reprimir
eficientemente alguns genes responsivos ao PPARYy relacionados ao processo
inflamatoério, podem contribuir para o efeito sistémico sobre a sensibilidade a insulina
sem ganho de peso. Novos estudos sdo necessarios para examinar se as
similaridades entre a regulagao transcricional do GQ-16 e da rosiglitazona estariam
envolvidos no efeito terapéutico do GQ-16.

Palavras-chave: receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais; agonista
parcial; adipdocitos 3T3-L1; expressao génica.
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ABSTRACT

The prevalence of obesity associated with increased insulin resistance and type 2
diabetes has been increasing in the last decades. Thiazolidinediones (TZDs) are
peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy) agonists that improve
insulin resistance. However, TZDs have well-established side effects such as weight
gain, fluid retention and edema, congestive heart failure and bone loss. GQ-16 is a
specific PPARYy partial agonist that improves glucose tolerance and insulin sensitivity
in a murine model of obesity and diabetes similarly to rosiglitazone, but does so
without inducing weight gain or edema. Since one of the main pharmacological
targets of TZDs is adipocyte tissue, the aim of this study was to determine how GQ-
16 influences PPARYy activity at the transcriptome wide level on PPARy-dependent
gene expression in mature 3T3-L1 adipocytes and also to compared these effects
with rosiglitazone. Microarray analysis revealed these ligands modify gene
expression in a different manner. Rosiglitazone changed the expression of 1156
genes whereas GQ-16 only changed the expression of 89 genes. Of the 544 genes
upregulated by rosiglitazone (47%), only 22 (4.2%) were also regulated by GQ-16.
Similarly, of the 612 genes repressed by rosiglitazone (53%), only 24 (4%) were by
GQ-16. Therefore, just 46 genes were regulated by both ligands. Furthermore, GQ-
16 regulated the expression of 43 genes (18 activated and 25 repressed) that were
not controlled by rosiglitazone. Whereas GQ-16 showed weak effects upon most
rosiglitazone regulated genes, a subset of weakly rosiglitazone induced and strongly
rosiglitazone repressed genes displayed disproportionately stronger responses to
GQ-16. The greatest similarity between GQ-16 and rosiglitazone was uppon
repressed genes related to inflammatory response such as Dcn, Vcam, Orm2 and
Lox, for example. Comparison of GQ-16 with other PPARy partial agonists (MRL24
and SR1664) revealed similar effects on transcriptional repression. We propose that
the ability of GQ-16 displays a continuum of partial agonist effects and that the ability
of GQ-16 to efficiently repress some PPARy responsive genes may partly explain
systemic effects on insulin sensitivity without weight gain. Further studies are
necessary to examine whether the similarities between transcriptional regulation of
GQ-16 and rosiglitazone were involved in the therapeutic effect of GQ-16.

Keywords: peroxisome proliferator activated receptor gamma; partial agonist; 3T3-L1
adipocytes; gene expression.
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1 INTRODUGAO

A prevaléncia da obesidade esta aumentando em um ritmo alarmante nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento (1). Em 2005, 937 milhdes ou 23.2%
da populagdo adulta mundial era considerada com sobrepeso e 9.8% ou 396
milhdes, obesa (2). Em 2014, esses numeros aumentaram para 1.9 bilhdes de
pessoas com sobrepeso e 600 milhdes com obesidade, representando 39 e 13% da

populagédo adulta mundial, respectivamente (1).

No Brasil, a prevaléncia do sobrepeso e obesidade sdo ainda maiores. Em
2013, 50.8% da populagdo acima de 18 anos de idade estavam com sobrepeso e
17.5% com obesidade, sendo o sobrepeso cerca de 7% mais prevaléncia entre os

homens que entre as mulheres e obesidade, proporcional entre ambos os sexos (3).

A obesidade € uma doenca multifatorial (4) que constitui um importante
problema de saude publica, ndo apenas por sua elevada prevaléncia, mas também
pela morbimortalidade das doencas a ela associadas, como a hipertensao arterial
sistémica, dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) e alguns tipos de neoplasias

malignas (5) (6).

O DM 2 é a principal doenga associada a obesidade (7). No ano 2000,
171.228 milhdes de pessoas no mundo eram acometidas por essa doenga e
estimativas indicavam um aumento de 114% na sua prevaléncia até o ano de 2030
(8). Contudo, esse numero foi ultrapassado ja em 2104, quando a prevaléncia

mundial do diabetes entre adultos era de 387 milhdes (9).

No Brasil, a prevaléncia do diabetes é extremamente preocupante. No ano
2000, o Brasil ocupava o oitavo lugar em numero de casos de diabetes no mundo,
com 4,6 milhdes de pessoas acometidas (8). Em pouco mais de 10 anos esse
numero quase triplicou e, em 2014, 11.6 milhdes de pessoas no Brasil possuiam

diagnéstico de diabetes (9).

O DM 2 é um disturbio metabdlico caracterizado por hiperglicemia crbnica
que resulta da interagdo de multiplos fatores, sendo caracterizado basicamente pela

reducdo da secrecdo pancreatica de insulina associada a resisténcia a acdo da



insulina em varios tecidos, com consequente prejuizo da captagao de glicose (10).

As terapias atuais para a resisténcia insulinica associada ao DM 2 incluem a
metformina e as tiazolidinadionas (TZDs), que podem ser utilizadas isoladamente ou
em associagdo. As TZDs, agonistas totais do receptor ativado por proliferadores
peroxissomais gama (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors - PPARYy) (10),
sdo medicamentos bastante eficazes no aumento da sensibilidade insulinica e
reducdo da concentracdo plasmatica de glicose, além de melhorarem o perfil

lipidico, reduzirem a pressao arterial e exercerem agdes anti-inflamatérias (11) (12).

Infelizmente, paralelamente aos efeitos benéficos, o uso das TZDs esta
associado a efeitos adversos bem estabelecidos como ganho de peso (13), retencao
de fluido e edema (14) (15) (16), insuficiéncia cardiaca congestiva (17) (18) e perda
ossea (19) (20). Além desses efeitos, a TZD rosiglitazona também foi associada ao
aumento do risco do infarto do miocardio (21) e mais recentemente, alguns estudos
apontaram um maior risco de cancer de bexiga nos pacientes em uso da TZD
pioglitazona (22) (23).

Considerando os efeitos adversos das TZDs, que levaram a suspensao do
uso da rosiglitazona na Europa (24) e no Brasil (25) e da pioglitazona em alguns
pais da Europa como a Franca e Alemanha (26), esforcos tém se concentrado na
identificagdo e desenvolvimento de agonistas especificos de PPARy que mantenham
os efeitos benéficos da ativacdo desse receptor, sem contudo produzir efeitos

adversos consideraveis.

Com esse intuito, 0 GQ-16, um composto sintético derivado da 5-benzylideno-
3-(4-metil-benzil)-thiazolidine-2,4-diona, foi desenvolvido na Universidade Federal de
Pernambuco (27). O GQ-16 € um agonista especifico e parcial do PPARy que, em
um modelo murino de obesidade e diabetes, melhorou a tolerancia a glicose e a
sensibilidade a insulina de forma similar a rosiglitazona, mas sem indugédo do ganho

de peso promovido por essa TZD (28).

Como o tecido adiposo é um dos principais alvos da terapia de agonistas do
PPARy e os mecanismos pelos quais o GQ-16 exerce sua acao sensibilizadora da

insulina sem inducdo do ganho de peso nao foram completamente elucidados, o



presente estudo, por meio da realizagao de um microarranjo, comparou o efeito do GQ-
16 ao da rosiglitazona na expressao génica de pré-adipécitos 3T3-L1, apds sua

diferenciacdo em adipdcitos.

O efeito desse composto foi avaliado em adipdcitos maduros objetivando
investigar se ele poderia influenciar a expressao de um conjunto especifico de genes
de forma distinta do agonista total rosiglitazona, como forma de melhor compreender

seus efeitos in vivo, observados previamente.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo desempenha um papel fundamental na regulagdo da
homeostase energética de todo o organismo (29). Além dessa importante fungao,
estudos recentes revelaram que ele esta envolvido em outros processos biolégicos
cruciais (29) (30). O tecido adiposo ndo somente responde a estimulos nervosos e
hormonais, mas também expressa fatores que integram uma complexa rede que

coordena a fungéo enddcrina e a resposta imune (30).

2.1.1 Tipos de Tecido Adiposo

O tecido adiposo €& primariamente composto por adipécitos rodeados por
fibroblastos, pré-adipocitos, células endoteliais, nervosas e células do sistema imune
(31). Existem, em mamiferos, dois tipos principais de tecido adiposo, o tecido

adiposo branco e o tecido adiposo marrom (31).

O tecido adiposo marrom é essencialmente termogénico e esta localizado
principalmente em pequenos depdsitos nas regides cervical, paravertebral toracica,
perirrenal e periadrenal (32). Ele é histologicamente distinto do tecido adiposo
branco, sendo composto por adipécitos multiloculados que contém grande numero

de mitocdndrias, responsaveis por sua coloragao amarronzada (32).

Por muitos anos, acreditou-se que o tecido adiposo marrom estivesse
ausente em adultos humanos (33). Contudo, estudos recentes utilizando tomografia
por emissdo de positrons identificaram regides de alta captacao de glicose,

compativeis com tecido adiposo marrom (34) (35).

O tecido adiposo branco por sua vez, caracterizado pela presenca de
adipécitos contendo grandes goticulas lipidicas uniloculares, € o principal tipo

encontrado em humanos adultos (31). Ele distribui-se por todo o corpo, na regiao



subcuténea e ao redor das visceras, sendo denominado tecido adiposo subcutaneo

e tecido adiposo visceral, respectivamente (31).

A despeito de suas similaridades histolégicas, os tecidos adiposos
subcutaneo e visceral apresentam distintas funcbes (36). De fato, o acumulo de
gordura visceral durante o desenvolvimento da obesidade esta relacionado ao
elevado risco para o desenvolvimento de doengas metabdlicas (37) (38), enquanto o
aumento do compartimento subcutaneo correlaciona-se com pouco ou nenhum risco
(38) (39).

2.1.2 Adipogénese e Obesidade

Os adipdcitos, assim como osteoblastos, miécitos e condrécitos, originam-se
a partir de um progenitor comum, as células tronco mesenquimais (40). O processo
pelo qual as células tronco mesenquimais se diferenciam em adipdcitos, passando

pelo estagio de pré-adipécitos, € denominado adipogénese.

Nesse processo, a linhagem MYF ~ da origem as células precursoras do
tecido adiposo branco, que por sua vez podem originar adipdcitos brancos e beges,
enquanto a linhagem MYF" da origem as células precursoras dos tecidos adiposos

branco e marrom (41).

Os compartimentos de tecido adiposo branco comegam a se desenvolver no
final da gestacéo (42) (43). No periodo pds-natal, a taxa de adipogénese aumenta
rapidamente devido a maior disponibilidade de nutrientes, levando a um acentuada
expansao desse compartimento adiposo (43). Nesse periodo, as células precursoras
convertem-se morfolégica e funcionalmente de fibroblastos a adipdcitos

arredondados e repletos de lipideos (33).

Apos essa expansao inicial, uma expressiva taxa de adipogénese no tecido
adiposo branco é observada somente durante a puberdade, tanto em animais
quanto em humanos (43) (44). Em humanos adultos, os adipdcitos parecem
apresentar uma renovacédo anual de aproximadamente 10% (44), provavelmente

com a finalidade de manter os compartimentos de tecido adiposo (33).



Além dessa importante fungao fisioldgica, a adipogénese esta provavelmente
envolvida na fisiopatogenia da obesidade (33). Em animais, o tratamento com dieta
hiperlipidica por tempo prologando promoveu tanto a hipertrofia quanto a hiperplasia

dos adipocitos em varios depdsitos de tecido adiposo branco (45) (46).

Em humanos, estudos correlacionando massa adiposa com o0 numero de
células apresentam resultados conflitantes (33). Alguns estudos associaram a
expansao da massa adiposa apenas ao aumento no tamanho dos adipdcitos (44),
enquanto outros encontram tanto aumento no tamanho quanto no numero de células
adiposas (47). Essas aparentes discordancias nos achados podem ser resultado de
diferencas nos protocolos de estudos e nas caracteristicas basais das populagbes
estudadas (33).

Por outro lado, um estudo de superalimentacao por curto periodo em adultos,
encontrou diferengas regionais no mecanismo de expansdo da massa adiposa (48).
O aumento do compartimento adiposo subcutaneo foi primariamente resultado da
hipertrofia, enquanto o aumento da massa adiposa visceral foi relacionado
predominantemente a hiperplasia dos adipécitos (48). O que parece ser consenso, €
que a perda de peso esta associada a redugcado do tamanho, mas sem alteragao no

numero dos adipécitos (44) (49).

2.1.3 Modelos de Estudo da Adipogénese in vitro

Os sistemas in vitro tém sido extensivamente utilizados para o estudo da
adipogénese (50) (51) e permitiram um avango na compreensdo dos mecanismos
moleculares e eventos celulares que ocorrem durante a transigdo de fibroblastos

indiferenciados para adipocitos maduros (51).

Nos estudos de diferenciacdo em adipdcitos, varias linhagens celulares e
culturas primarias tém sido utilizadas (50) (51). As linhagens precursoras de
adipécitos podem ser divididas em duas classes: (i) os fibroblastos pluripotentes que
tém a habilidade de se converter em diferentes tipos celulares e (ii) as linhagens que
podem se converter apenas em adipdcitos, pois estdo comprometidas com essa

linhagem celular (50).



As linhagens celulares comprometidas com a diferenciagdo adipocitaria
constituem excelentes ferramentas para o estudo dos eventos moleculares
responsaveis pela conversao de pré-adipocitos em adipdcitos (50). Elas constituem
uma populacdo homogénea de células que encontram-se no mesmo estagio de

diferenciacao e fornecem uma consistente fonte de pré-adipécitos para estudo (50).

Entre as linhagens de pré-adipécitos mais utilizadas para o estudo da
diferenciacédo em adipocitos esta a linhagem 3T3-L1 (50) (51), derivada de embrides
de camundongos Swiss (52). Durante a fase de crescimento, assim como as demais
linhagens de pré-adipocitos, as células 3T3-L1 sdo morfologicamente similares a
fibroblastos (52). A diferenciac&o induzida por tratamento adequado leva a drasticas
alteragbes no aspecto das células, que tornam-se esféricas, acumulam gotas
lipidicas e progressivamente adquirem as caracteristicas morfologicas (53) (54) e

bioquimicas de adipdcitos brancos maduros (54).

As células 3T3-L1 podem espontaneamente se diferenciar em adipdcitos
quando mantidas por varias semanas em meio de cultura com soro neonatal bovino
(52) (53), mas esse processo pode ser acelerado por agentes indutores como a
insulina, a dexametasona e a isobutilmetilxantina (IBMX) (55) (56) (57), um coquetel
adipogénico que promove a captacéo de glicose (58), a sintese de acidos graxos
(59) e a expressdo de fatores transcricionais chave para o processo de
diferenciacéo (60) (61).

2.1.4 O Programa de Diferenciagcao em Adipdcitos

A diferenciacdo de células primarias ou pré-adipdcitos em adipdcitos inclui
uma serie de eventos (51). Apds a confluéncia, ocorre a parada do crescimento
celular, pré-requisito ao processo de diferenciacao (62). Estimulos adequados como
os agentes utilizados no coquetel adipogénico, sao capazes de iniciar o processo de
diferenciacéo que € precedido por, no minimo, um ciclo de expansao clonal mitética
(63), e caracterizado por mudangas cronoldgicas na expressao de genes envolvidos

na aquisicao do fenétipo de adipocito maduro (54) (64).



2.1.4.1 Alteragdes Iniciais na Expressao Génica

Nos estagios inicias da diferenciacéo, observa-se a expressao de pelo menos
duas familias de fatores transcricionais, a das proteinas de ligagao ao amplificador
CCAAT (CCAAT-Enhancer-Binding Proteins - C/EBPs) e a dos receptores ativados
por proliferadores peroxissomais (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors —
PPARs) (51) (65). Primeiramente ocorre um aumento transitério na expresséo do
C/EBPf e do C/EBPS, que por sua vez induzem a expressao do PPARYy (66).

2.1.4.2 Diferenciagao Terminal

Embora muitos fatores transcricionais tenham papel na adipogénese, € a
expressao do PPARy e do C/EBPa que dirige a expressao dos demais genes

responsaveis pela aquisigao do fenétipo diferenciado do adipécito (67) (68).

A fase da diferenciacéo terminal € marcada principalmente por um acentuado
aumento na lipogénese e na sensibilidade a insulina (51). A lipogénese esta
relacionada a indugédo da expressao de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico
como a estearoil-CoA-desaturase (69) e a acido graxo sintetase (70) e 0 aumento na
sensibilidade a insulina, ao aumento do numero de receptores de insulina (51) e
transportadores de glicose como o transportador de glicose tipo 4 (Glucose
Transporter Type 4 - GLUT4) (71) (72).

Além das proteinas relacionadas ao metabolismo lipidico e da glicose, na
diferenciacdo terminal observa-se também o aumento na expressdo de proteinas
que sao adipdcito especificas, tais como a proteina ligadora de acido graxo 4 (Fatty
Acid Binding Protein 4 - FABP4) (73), a translocase de acido graxo CD36 (Fatty acid
translocase CD36 - FAT/CD36) (74) e a perilipina, uma proteina associada a gota
lipidica que esta envolvida na sua estabilizacdo e que também participa da lipdlise
(75).



2.1.5 Tecido Adiposo, Inflamagao e Resisténcia a Insulina

Desde o final dos anos 1980, estudos tém mostrado que os adipdcitos sado
capazes de sintetizar uma série de fatores e que a secrecdo de alguns deles
correlaciona-se com disturbios metabdlicas (76) (77). Contudo, o conceito de tecido
adiposo como um o6rgao endocrino s6 ganhou aceitagdao apos 1994, com a
identificagdo da leptina (78), uma proteina sintetizada pelos adipdcitos que age
diretamente no hipotalamo reduzindo a ingestdo alimentar e aumentando o gasto

energético (79).

Nos anos seguintes a descoberta da leptina, a fungdo enddcrina do tecido
adiposo tornou-se um campo de pesquisa bastante explorado e varios outros fatores
sintetizados e secretados pelos adipécitos, as entdo denominadas adipocinas, foram
identificados (80).

Muitas das adipocinas secretadas pelo tecido adiposo s&o mediadores
inflamatorios (81), que além de atuarem no proprio tecido adiposo, possuem agao
paracrina e endocrina, sendo capazes de promover resisténcia a insulina em outros

orgaos periféricos como o figado e o musculo esquelético (82) (83) (84).

A inflamacao e resisténcia a insulina relacionadas a obesidade tém sido
associadas principalmente ao desenvolvimento tecido adiposo visceral (85) (86).
Esse compartimento adiposo é mais vascularizado, inervado e metabolicamente
ativo que o subcutaneo e sua drenagem venosa rica em acidos graxos e adipocinas,
€ conduzida diretamente ao figado pelo sistema porta (36). Além disso, o
compartimento visceral € formado principalmente por adipdcitos grandes que séo
mais resistentes as agdes da insulina e hiperlipoliticos quando comparados aos do

tecido adiposo subcutaneo (36).

Contudo, a principal razdo para o tecido adiposo visceral estar mais
relacionado ao desenvolvimento da resisténcia a insulina é sua capacidade de
secretar uma maior quantidade de proteinas inflamatérias como o fator de necrose
tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alpha - TNFa) e a interleucina 6 (Interleukin 6 -
IL-6) (87) (88) (89). Essas citocinas promovem resisténcia a insulina por diferentes

mecanismos, incluindo a reducdo na expressdo e na fosforilagdo do substrato
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receptor de insulina 1 (/nsulin Receptor Substrate 1 —IRS1) (90) (91) e na expresséao
e translocacédo do GLUT4 do citoplasma para a membrana (90) (92), com prejuizo

da captacgao de glicose pela célula.

2.2 RECEPTORES NUCLEARES

Os receptores nucleares sdo membros de uma superfamilia de fatores
transcricionais (93) envolvidos na regulagdo de importantes processos bioldgicos

como crescimento, desenvolvimento e homeostase (94) (95).

2.2.1 Estrutura dos Receptores Nucleares

Os receptores nucleares possuem uma estrutura organizacional comum
composta por diferentes regides que correspondem a dominios funcionais (94) (96).
Um tipico receptor nuclear consiste de uma regido amino terminal ou dominio A/B,
um dominio de ligagdo ao DNA (DNA Binding Domain - DBD) ou regido C, uma
regido D ou dobradiga e uma regido E que contém o dominio de ligagdo ao ligante
(Ligand Binding Domain - LBD) (96). Alguns receptores nucleares possuem ainda,
uma regiao carboxiterminal ou dominio F, cuja fungao permanece sob investigagao
(96) (Figura 1).

O dominio A/B é o mais variavel em tamanho e sequéncia de aminoacidos
(94) (96) (97), revelando pouca conservagao evolutiva (97). Ele contém um dominio
de ativacgao transcricional denominado fungéo de ativagdo 1 (Activation Function 1 -
AF-1), que contribui para a ativagao transcricional independente de ligante (96) (97)
(98). O dominio A/B também ¢é alvo de modificagbes pods-traducionais como a
fosforilagdo (96) (97) e pode interagir com cofatores transcricionais (97), que sao
complexos proteicos que podem regular tanto positiva quanto negativamente a

atividade transcricional (96).

O DBD é o mais conservado dominio dos receptores nucleares (94) (96) (97).

E por meio dele que o receptor nuclear se liga a sequéncias especificas do DNA nos
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genes alvo (96) (97) denominadas elementos responsivos aos hormonios (Hormone
Response Elements — HREs) (97) (99). O DBD consiste de um conjunto altamente
conservado de 66 residuos de aminoacidos que formam duas estruturas ricas em
cisteina denominadas dedos de zinco, duas alfa hélices e uma extens&o carboxila
(96) (97).

Os aminoacidos responsaveis pela identificacdo dos HREs estido localizados
na base do primeiro dedo de zinco, regido denominada “P box” (96) (100) e no
segundo dedo de zinco localizam-se os aminoacidos que constituem a “D box”,
envolvida na dimerizagdao do receptor (96) (97). O DBD também é alvo de
modificagées pos-traducionais e esta envolvido na localizagéo do receptor no nucleo

e interagdo com cofatores transcricionais (97).

O dominio D néo é bem conservado entre os diferentes receptores nucleares
(94) (96). Ele conecta os dominios DBD e LBD e comporta-se como uma dobradiga,
permitindo a rotagdo do DBD (96). Além disso, ele permite que o DBD e o LBD
adotem diferentes conformacgdes, conferindo maior flexibilidade ao receptor (97).
Este dominio também abriga alguns elementos de localizagado nuclear (94) (96) (97)

e esta envolvido na interacdo com cofatores transcricionais (96).

O LBD exibe uma maior variagéo estrutural comparado ao DBD (97). E um
dominio multifuncional (96) (97) que contém quatro sitios ou superficies
estruturalmente distintas, mas funcionalmente relacionadas (97), incluindo (i) a
superficie de dimerizagdo, que medeia a interagdo com o LBD de outros receptores
nucleares para a formacdo de homo ou heterodimeros, dependendo do receptor em
questao; (ii) a bolsa de ligacdo do ligante, que interage com diversas moléculas
lipofilicas; (iii) a superficie de ligagao a correguladores transcricionais; e (iv) a fungéo
de ativacédo 2 (Activation Function 2 AF-2), uma alfa hélice que medeia a ativagao
transcricional dependente do ligante (96) (97), além do recrutamento de

correguladores transcricionais (97).
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Figura 1. Estrutura dos receptores nucleares. A maioria dos membros da superfamilia dos
receptores nucleares possui uma estrutura comum composta por um dominio amino terminal A/B que
possui uma fungao de ativagdo 1 (Activation Function 1 - AF1), uma regido central, C ou dominio de
ligagdo ao DNA formado por duas estruturas denominadas dedos de zinco, uma regido
carboxiterminal, E ou dominio de ligagao do ligante (Ligand Binding Domain - LBD) que possui uma
fungdo de ativagdo 2 (Activation Function 1 — AF2) e uma regido D ou dobradiga que conecta o DBD
e o LBD. Alguns receptores nucleares possuem ainda um dominio F. Adaptado de: Glass CK, Ogawa

S. Combinatorial roles of nuclear receptors in inflammation and immunity. Nature reviews
Immunology. 2006;6(1):44-55.

S

-

A/B D E .uLBD F

2.2.2 Classificagao dos Receptores Nucleares

A técnica de sequenciamento revelou que humanos codificam 48 receptores
nucleares e camundongos codificam 49 (94) (97) (101). Tradicionalmente, os
receptores nucleares sao divididos em trés subgrupos ou classes, de acordo com a
natureza dos seus ligantes e suas potenciais fungdes fisioldgicas (99). Contudo,
uma nova classificagdo baseada na homologia genética foi recentemente proposta e

pode ser encontrada em varios trabalhos cientificos (102).

2.2.2.1 Classificacdo dos Receptores Nucleares Baseada na Natureza dos

Ligantes e Funcdes Fisiologicas

De acordo com a natureza dos seus ligantes e suas potencias fungoes
fisiologicas, os receptores nucleares sao divididos em trés subgrupos ou classes
(Tabela1).

A primeira classe € composta pelos receptores enddcrinos, que possuem alta

afinidade por horménios lipossoluveis e vitaminas e sdo essenciais para o controle
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homeostatico do sistema enddcrino (99). Nessa classe estéo incluidos os receptores
dos horménios esteroides glicocorticoide (Glucocorticoid Receptor - GR),
mineralocorticoide  (Mineralocorticoid Receptor - MR), de progesterona
(Progesterone Receptor - PR), de andrégeno (Androgen Receptor - AR) e de
estrogeno (Estrogen Receptor - ER), o receptor do horménio tireoidiano (Thyroid
Hormone Receptor - TR), do acido retinoico (Retinoic Acid Receptor - RAR) e o

receptor da vitamina D (Vitamin D Receptor - VDR) (99).

A segunda classe é representada pelos receptores orfaos adotados, que
foram originalmente identificados por sua homologia estrutural com os receptores
enddécrinos (99). Por ndo possuirem, na ocasido de sua identificacdo, ligantes
conhecidos, esses receptores foram inicialmente denominados orfaos, mas
posteriormente, com a identificacdo dos ligantes de ocorréncia natural, passaram a
ser chamados de 6rfaos adotados (99). Essa classe € composta por receptores que
possuem baixa afinidade por lipideos dietéticos e xenobidticos e que estdo
envolvidos com diversos aspectos do metabolismo lipidico e/ou homeostase da
glicose (99). Compde a classe dos receptores 6rfaos adotados o receptor retindide x
(Retinoid X Receptor - RXR), os receptores ativados por proliferadores
peroxissomais (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor - PPAR), o receptor
hepatico X (Liver X Receptor - LXR), o receptor farnesoide X (Farnesoid X Receptor

- FXR) e o receptor pregnano X (Pregnane X Receptor - PXR) (99).

Os receptores 6rfaos adotados incluem ainda, os receptores 6rfaos adotados
enigmaticos, cujos ligantes ja formam identificados, mas a natureza da regulagéo
dependente de ligante ainda nao foi completamente desvendada (99). Sao eles, o
receptor androstano constitutivo (Constitutive Androstane Receptor - CAR), o fator
nuclear hepatocitario 4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4 - HNF4), o fator
esteroidogénico 1 (Steroidgenic Factor-1 — SF1), o receptor humano homodlogo 1
hepatico (Human Liver Receptor Homologue-1 — LRH1), o receptor 6rfao
relacionado ao retinoide (Retinoid-Related Orphan Receptor — ROR) e o receptor

relacionado ao estrogeno (Estrogen Receptor-Related Receptor - ERR) (99).

A terceira classe € composta pelos verdadeiros receptores orfaos, cujos
ligantes naturais ou sintéticos ainda nao foram identificados (99). S&o eles o parceiro

heterodimero curto (Short Heterodimer Partner - SHP), o sexo reverso dosagem
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sensitivo regido critica de hipoplasia adrenal, gene 1 (Dosage Sensitive Sex
Reversal, Adrenal Hypoplasia Critical Region, on Chromosome X, Gene 1 - DAX1), o
homologo do gene sem cauda de Drosophila (Homologue of the Drosophila Tailless
Gene — TLL), o receptor nuclear fotorreceptor célula especifico (Photoreceptor Cell-
Specific Nuclear Receptor — PRN), o fator nuclear de células germinativas (Germ
Cell Nuclear Factor — GCNF), o receptor testicular (Testicular Receptor — TR), o
receptor nuclear 4A (Nuclear Receptor 4A - NR4A), o Rev-erb (Rev-erb) e o fator |
de transcricdo do promotor upstream de ovalbumina de galinha (Chicken Ovalbumin
Upstream Promoter - COUP-TF) (99).
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Tabela 1 - Classificagdo dos receptores nucleares baseada na natureza dos ligantes

e fungdes fisioldgicas

Classe Nome Sigla  Subtipo
Receptor de Glicocorticoide (Glucocorticoid Receptor) GR

. Receptor Mineralocorticoide (Mineralocorticoid Receptor) MR

o Receptor de Progesterona (Progesterone Receptor) PR

5 Receptor de Andrégeno (Androgen Receptor) AR

S Receptor de Estrogeno (Estrogen Receptor) ER Era, B

& Receptor do Horménio Tireoidiano (Thyroid Hormone Receptor) TR TRa, B
Receptor do Acido Retinodico (Retinoic Acid Receptor) RAR RARaq, B, vy
Receptor da Vitamina D (Vitamin D Receptor) VDR
Receptor Retinoide X (Retinoid X Receptor) RXR RXRa, B, y
Receptor Ativado por Proliferadores Peroxissomais (Peroxisome PPAR PPARa, B,y
Proliferator-Activated Receptor)
Receptor Hepatico X (Liver X Receptor) LXR LXRa, B
Receptor Farnesoide X (Farnesoid X Receptor) FXR

4 Receptor Pregnano X (Pregnane X Receptor) PXR

T Enigmaticos

° Receptor Androstano Constitutivo (Constitutive Androstane CAR

® Receptor)

2 Fator Nuclear Hepatocitario 4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4) HNF4  HNFaq, y

g Fator Esteroidogénico 1 (Steroidgenic Factor-1) SF1

O Receptor Humano Homélogo 1 do Figado (Human Liver LRH1
Receptor Homologue-1)
Receptor Orfao Relacionado ao Retinoide (Retinoid-Related ROR RORaq, B, v
Orphan Receptor)
Receptor Relacionado ao Estrogeno (Estrogen Receptor-Related ERR ERRaq, B, vy
Receptor)
Parceiro Heterodimero Curto (Short Heterodimer Partner) SHP
Sexo Reverso Dosagem Sensitivo, Regido Critica de Hipoplasia DAX1
Adrenal, Gene 1 (Dosage Sensitive Sex Reversal, Adrenal
Hypoplasia Critical Region, on Chromosome X, Gene 1)
Homodlogo do Gene Sem Cauda de Drosophila (Homologue of TLL
the Drosophila Tailless Gene)

» Receptor Nuclear Fotorreceptor Célula Especifico (Photoreceptor PRN

S Cell-Specific Nuclear Receptor)

‘g Fator Nuclear de Células Germinativas (Germ Cell Nuclear GCNF
Factor)
Receptor Testicular (Testicular Receptor) TR TR2, 4
Receptor Nuclear 4A (Nuclear Receptor 4A) NR4A NR4Aq, B,y
Rev-erb (Rev-erb) Rev- Rev-erba, B

erb

Fator | de Transcrigao do Promotor Upstream de Ovalbumina de COUP COUP-TFaq,
Galinha COUP (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter) -TF B,vy
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2.2.2.2 Classificacdo dos Receptores Nucleares Baseada na Homologia

Genética

A medida que os receptores nucleares foram descobertos, eles foram
recebendo nomenclaturas cada vez mais complexas e rebuscadas, além de
diferentes nomes ja terem sido atribuidos ao mesmo receptor (102). Buscando
resolver esses problemas e criar um sistema de classificagdo pratico e significativo
que permitisse a adi¢ao simplificada de novos membros, em 1995, durante o Sétimo
Simpésio Internacional de Receptores Nucleares Orfios, na Suécia, foi formado o

Comité de Nomenclatura dos Receptores Nucleares (102).

Como resultado do trabalho desse Comité, que atuou em conjunto com a
Unido Internacional de Farmacologia Basica e Clinica (International Union of Basic
and Clinical Pharmacology - IUPHAR), em 1999, foi proposta uma nomenclatura
baseada na sequéncia de alinhamento e construgdo da arvore filogenética que
classifica a superfamilia de receptores nucleares humanos em seis grupos

evolucionarios ou subfamilias (97) (102) (Tabela 2).

E praticamente impossivel definir o exato percentual de identidade entre os
receptores para pertencer a um determinado grupo, mas de uma forma geral,
membros do mesmo grupo compartilham no minimo 80 a 90% de identidade no
dominio de ligagédo ao DNA e ao menos 40 a 60% no dominio de ligagcédo ao ligante
(102).

De uma forma bastante simplificada, o novo sistema de cddigo é composto
por letras e numeros. Ele sempre inicia pelas letras NR (Nuclear Receptor) seguida
por um numero, que representa a subfamilia do receptor nuclear, por um letra
maiuscula, que representa o grupo a que ele pertence e por outro numero, que
representa o receptor de forma individual (102). No caso de subtipos do mesmo

receptor, outra letra minuscula é acrescentada ao final do nome (102).

A recomendacao feita pelo Comité de Nomenclatura € que, nos trabalhos
cientificos, o receptor nuclear seja identificado pelo menos uma vez pelo seu nome
oficial no sumario e na introducdo e posteriormente o autor pode usar o nome

tradicional se assim o desejar (97) (102).
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Tabela 2. Classificacao dos receptores nucleares baseada na homologia genética

Nome Tradicional Sigla Subtipo Nova
Nomen
clatura

Receptor do Horménio Tiroideano (Thyroid Hormone TR TRa NR1A1

Receptor) TRB NR1A2

Receptor do Acido Retindico (Retinoic Acid Receptor) RAR RARa NR1B1

RARB NR1B2
RARYy NR1B3
Receptor Ativado por Proliferadores  Peroxissomais PPAR PPARa NR1C1
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) PPARR NR1C2
PPARy NR1C3
Rev-erb (Rev-erb) Rev-erb Rev-erba NR1D1
Rev-erbf NR1D2
Receptor Orfao Relacionado ao Retindide (Retinoid-Related ROR RORa NR1F1
Orphan Receptor) RORpB NR1F2
RORy NR1F3
Receptor Hepatico X (Liver X Receptor) LXR LXRB NR1H2
LXRa NR1H3
Receptor Farnesoéide (Farnesoid X Receptor) FXR FXRa NR1H4
FXRB* NR1H5

Receptor da Vitamina D (Vitamin D Receptor) VDR NR1I1

Receptor Pregnano X (Pregnane X Receptor) PXR NR1I2

Receptor Androstano Constitutivo (Constitutive Androstane CAR NR1I3

Receptor)

Fator Nuclear Hepatocitario 4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4) HNF4 HNF4a NR2A1

HNF4y NR2A2

Receptor Retindide X (Retinoid X Receptor) RXR RXRa NR2B1

RXRpB NR2B2
RXRy NR2B3
Receptor Testicular (Testicular Receptor) TR TR2 NR2C1
TR4 NR2C2

Homologo do Gene sem Cauda de Drosophila (Homologue of TLL NR2E2

the Drosophila Tailless Gene)

Receptor  Nuclear  Fotorreceptor  Célula Especifico PRN NR2E3

(Photoreceptor Cell- Specific Nuclear Receptor)

Fator | de Transcricdo do Promotor Upstream de Ovalbumina COUP- COUP-TFI  NR2F1

de Galinha (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter) TF COUP-TFII  NR2F2

Proteina Relacionada ao V-erbA (V-erbA Related Protein) EAR2 NR2F6

Receptor de Estrogeno (Estrogen Receptor) ER ERa NR3A1

ERB NR3A2

Receptor Relacionado ao Estrogeno (Estrogen Receptor- ERR ERRa NR3B1

Related Receptor) ERRp NR3B2

ERRYy NR3B3

Receptor de Glicocorticéide (Glucocorticoid Receptor) GR NR3C1

Receptor Mineralocorticoide (Mineralocorticoid Receptor) MR NR3C2

Receptor de Progesterona (Progesterone Receptor) PR NR3C3

Receptor de Andrégeno (Androgen Receptor) AR NR3C4

Fator de crescimento do nervo IB (Nerve Growth Factor IB) NGFIB NR4A1

Receptor Nuclear Relacionado 1 (Nuclear Receptor Related 1) NURR1 NR4A2

Receptor Orfao 1 Derivado do Neurénio (Neuron-Derived NORH1 NR4A3

Orphan Receptor 1)

Fator Esteroidogénico 1 (Steroidgenic Factor-1) SF1 NR5A1

Receptor Humano Homodlogo 1 do Figado (Human Liver LRH1 NR5A2

Receptor Homologue-1)
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Tabela 2. Classificacao dos receptores nucleares baseada na homologia genética

Conclusao
Nome Tradicional Sigla Subtipo Nova
Nomen
clatura
Fator Nuclear 1 de Células Germinativas (Germ Cell Nuclear GCNF1 NR6A1
Factor 1)
Sexo Reverso Dosagem Sensitivo, Regido Critica de DAX1 NROB1
Hipoplasia Adrenal, Gene 1 (Dosage Sensitive Sex Reversal,
Adrenal Hypoplasia Critical Region, on Chromosome X, Gene
1)
Parceiro Heterodimero Curto (Short Heterodimer Partner) SHP NROB2

* FXRB € um psedogene em humanos, mas € um receptor funcional em camundongos.

2.2.3 Receptores Ativados por Proliferadores Peroxissomais

2.2.3.1 Subtipos

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais sdo membros da
superfamilia de receptores nucleares que atuam como fatores de transcricdo

regulados por ligantes (99) (103).

Trés isotipos de PPAR séo identificados em tecidos de mamiferos, o PPARa
(NR1C1), o PPARB/® (NR1C2) e o PPARy (NR1C3) (104) (105), cada um codificado
por um gene diferente (105) (106) e com padréo de distribuigédo tecidual (107) (108),
papel fisiologico (106) e ligantes caracteristicos (108) (109).

O PPARa ¢é altamente expresso no figado, coragao e rins (107) e apresenta
papel critico para a regulagdo da homeostase energética por controlar a expressao
de genes envolvidos nas vias de 3-oxidagédo peroxissomal e mitocondrial dos acidos
graxos (110). O PPARPB/® é expresso em varios tipos de tecidos (107) (111) com
predominio nos musculos esquelético e cardiaco e tecido adiposo (111). Ele é
importante para a formagdo da placenta (112), pele e tecido adiposo e para a
mielinizagdo de partes do sistema nervoso central (113). No musculo esquelético,
ele também participa do metabolismo dos acidos graxos (111). O PPARYy por sua

vez, € predominantemente expresso no tecido adiposo, onde desempenha papel
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fundamental na diferenciagao e fungéo dos adipdcitos (114) (115).

A descoberta do primeiro receptor ativado por proliferadores peroxissomais, o
PPARa ocorreu em 1990 (116). Ele foi clonado de camundongos e foi descrito como
um fator transcricional ativado por ligante, membro da superfamilia dos receptores
de horménios esteroides (116). Ele recebeu essa denominagcdo pois mostrou ser
ativado por um grupo diverso de quimicos como drogas hipolipemiantes, herbicidas
e plasticidas industriais capazes de promover a proliferacdo de peroxissomos
hepaticos em camundongos (116). Ja& a identificacdo da subfamilia dos PPARs
ocorreu em 1992 (117). Os trés membros foram clonados de Xenopus e
identificados por homologia estrutural e funcional com o receptor descoberto dois

anos antes (117).

2.2.3.2 Mecanismos de Regulagéo da Expressédo Génica

No mecanismo classico de regulagdo da expressao génica, os PPARs
formam heterodimeros com outro receptor nuclear, o RXRa (NR2B1) (105) (118)
(119) e se ligam a sequéncias especificas do DNA presentes na regidao promotora
dos seus genes alvo, denominadas elementos responsivos aos proliferadores
peroxissomais (Peroxisome Proliferator Response Elements - PPREs) (118) (119)
(120). Essas sequéncias consistem de duas repeti¢cdes diretas do hexanucleotideo
AGGTCA separadas por um nucleotideo espacador, sendo também conhecidas
como DR1 (Direct Repetition 1 - DR1) (118) (119) (120) (Figura 2).

Os mecanismos conhecidos de controle da expressao génica pelos
receptores nucleares sdo a repressao basal independente de ligante, a ativagao
transcricional dependente de ligante ou transativagdo e a transrepressao depende

de ligante.
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Figura 2. Heterodimero PPAR-RXR ligado ao PPRE. Os PPARs formam heterodimeros com o RXR
e se ligam a sequéncias especificas de DNA no promotor dos seus genes alvo, denominadas
elementos responsivos aos proliferado peroxissomais (PPRE). Adaptado de: Neels JG, Grimaldi PA.
Physiological functions of peroxisome proliferator-activated receptor beta. Physiological reviews.
2014;94(3):795-858.

2.2.3.2.1 Repressdo Basal Independente de Ligante

Na repressdo basal, na auséncia do ligante, o heterodimero PPAR-RXRa
encontra-se ligado na regido promotora dos seus genes alvo em um estado de
repressao pela interagdo com proteinas correpressoras como O correpressor do
receptor nuclear (Nuclear Receptor Corepressor - NCoR) (121) (122) e o mediador
do silenciamento dos receptores retinoide e do hormdnio tireoidiano (Silencing
Mediator for Retinoid and Thyroid Hormone Receptors - SMRT) (123).

Essas proteinas correpressoras formam complexos com as desacetilases de
histonas (Histone Deacetylases — HDACs), enzimas que mantém a cromatina
compacta, impossibilitando o acesso da maquinaria transcricional ao promotor e

consequentemente, inibindo a transcrigcdo génica (124) (125) (126) (Figura 3A).
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2.2.3.2.2 Ativagdo Transcricional Dependente de Ligante ou Transativagao

A ativacado transcricional dependente de ligante ou transativagdo € o
mecanismo pelo qual os PPARs regulam positivamente a expressao de um grupo de
genes envolvidos principalmente na regulagdo do metabolismo lipidico e da glicose
(127).

Como ja foi mencionado, no estado basal, o heterodimero PPAR-RXRa
encontra-se ligado ao PPRE em um estado de repress&o. Por outro lado, a ligagao
de um agonista desencadeia um complexo processo transcricional que inclui a
dissociacdo de proteinas correpressoras e o recrutamento e associacdo de

coativadores transcricionais (128) (129).

As proteinas coativadoras desempenham dois papéis na facilitacdo ou
iniciacao da transcricao génica (130) (131). A primeira fungdo é a remodelacao da
estrutura da cromatina através da atividade acetilase de histona (130) (131). Este
grupo consiste de coativadores como o CBP/p300 e membros da familia p160/SRC
que deixam a cromatina menos compactada, permitindo o acesso da maquinaria

transcricional e a transcricao génica (132) (133) (134) (Figura 3B).

O segundo grupo de coativadores € constituido por um conjunto de 15 a 30
proteinas que nao possuem atividade enzimatica conhecida e funcionam como uma
plataforma ou ponte para a transferéncia do sinal do receptor nuclear para a

magquinaria de transcri¢gao basal (131) (135) (136).

2.2.3.2.3 Transrepressdo Depende de Ligante

A transrepressdo depende de ligante é o mecanismo pelo qual os PPARs
inibem a transcrigdo de genes inflamatérios (127). Diferente da repressao basal e da
transativagdo, a transrepressdo n&o envolve a ligacdo do PPAR a um tipico
elemento responsivo receptor-especifico (137) (Figura 3 C). Varios mecanismos
foram sugeridos para explicar essa atividade, mas a despeito das intensas

investigagdes, muitos de seus principios ainda nao foram elucidados (127).
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Um dos modelos de transrepressdo propostos envolve a interacdo direta
entre os PPARSs e outros fatores transcricionais, prevenindo a ligagao destes a seus
elementos responsivos (127). Um estudo mostrou que o PPARa se liga a
subunidades do fator nuclear kappa B (Factor Nuclear Kappa B - NF-kB) e da
proteina ativadora 1 (Activating Protein-1 - AP-1) por meio de interagao proteina-
proteina, prevenindo a ligacdo dos mesmos aos elementos responsivos de genes
inflamatoérios como a IL-6 (138). De forma similar, o PPARYy inibe a producgao de IL-
12 em macréfagos pela interagao direta com as subunidades do NF-kB (139) e de
IL-2 em linfécitos pela interacdo com o fator nuclear de células T ativadas (Nuclear
Factor of Activated T-Cells - NFAT) (140).

Os PPARs podem também inibir a expressao de genes inflamatérios por
competir com outros fatores transcricionais como NF-kB e AP-1 pela ligagdo a
coativadores que estao presentes nas células em quantidades limitadas (127). Um
estudo mostrou que o PPARYy pode inibir a transcricdo do gene da sintase de 6xido
nitrico indutivel (Inducible Nitric Oxide Synthase - INOS) por competir com os fatores
transcricionais NF-kB, AP-1 e o transdutor de sinal e ativador transcricional 1 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 1 - STAT1) pelos coativadores CBP/p300
e SRC-1 (141).

Existem ainda, dois outros modelos de transrepressdo que foram descritos
posteriormente (127). Um deles € o mecanismo pelo qual o PPARRB/® controla o
status inflamatério de macrofagos por meio da associagdo com o repressor
transcricional proteina 6 linfoma de célula B (B-Cell Lymphoma 6 Protein - BCL-6)
(127). Na auséncia de ligante, o PPARpB/® sequestra o correpressor BCL-6 do
promotor dos genes inflamatérios como a proteina quimioatrativa de mondcitos 1
(Monocyte Chemoattractant Protein 1 - MCP-1), levando a um aumento da sua
expressao génica (142). Por outro lado, na presenca do ligante, o PPARp/S libera o
correpressor BCL-6, que se liga ao promotor da MCP-1 e reprime sua transcri¢ao,

exercendo um efeito anti-inflamatorio (142).

No segundo modelo, o PPARy promove, em macréfagos, a repressdo de um
subconjunto de genes inflamatérios, prevenindo a depuragdo (clearence) de
complexos correpressores dos promotores desses genes (127). Em condicdes

basais o complexo correpressor NCoR esta presente no promotor da iNOs, mas é
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removido apos estimulo com lipopolissacarideos (143). Por outro lado, o tratamento
com agonista de PPARy previne essa remogao por promover a sumoilagéo
dependente de ligante do LBD do PPARYy (143). Essa modificagdo pods-traducional
possibilita a ligagdo do PPARy ao NCoR impedindo sua ubiquitinacdo e
consequente remogao pelo sistema ubiquitina proteassoma (143). Como resultado,
o PPARYy ligado ao complexo NCoR permanece ligado ao promotor da iNOs que é

mantida em um estado de repressao (143).

Complexo
Coativador

Ligante

Genes alvo

> do PPAR

Genes alvo
do PPAR

Ligante

Genes

infamatorios

Figura 3. Mecanismo de controle da expressdo génica pelos PPARs. (A) Na repressao basal
independente de ligante, o heterodimero PPAR-RXR encontra-se ligado ao PPRE dos seus genes
alvo mantendo-os em um estado de repressdo pela associagdo a proteinas correpressoras. (B) Na
ativacao transcricional dependente de ligante, a ligacdo de um agonista promove a dissociagdo de
complexos correpressores e a associagdo de proteinas coativadoras que modificam a estrutura da
cromatina, facilitando a ligacdo da maquinaria transcricional basal ao promotor dos genes alvo,
promovendo a transcrigdo génica. (C) Na transrepressdo dependente de ligante, por diferentes
mecanismos, o PPAR reprime a atividade transcricional dos genes inflamatérios, mantendo-os em um
estado de repressdo. Adaptado de: Neels JG, Grimaldi PA. Physiological functions of peroxisome
proliferator-activated receptor beta. Physiological reviews. 2014;94(3):795-858.
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23 RECEPTOR GAMA ATIVADO POR PROLIFERADORES
PEROXISSOMAIS

2.3.1 Gene e Proteina

O gene PPARG foi clonado de vertebrados, incluindo Xenopus (117),
camundongos (144) e humanos (145). Analises filogenéticas revelam que sua
estrutura é bastante preservada entre humanos e camundongos, apresentando 99%
de similaridade e 95% de identidade (146).

Em humanos, o PPARG esta localizado no cromossomo 3, na posi¢cao 3p25
(146), sendo transcrito em quatro diferentes RNA mensageiros (-y1, -y2, -y3, e -y4) a
partir de quatro promotores distintos (146) (147). Contudo, a despeito dos quatro
subtipos de RNA mensageiros, apenas duas proteinas, PPARy 1 e PPARy 2 sao
sintetizadas, como resultado do uso dos diferentes promotores e processamento
(splicing) alternativo (146) (148).

Os RNA mensageiros -y1, -y3 e -y4 originam proteinas idénticas, o PPARYy 1,
enquanto o RNA mensageiro -y2 codifica a proteina PPARy 2 (148). O PPARy1,
composto por 477 aminoacidos, € pouco expresso em varios tipos de tecidos,
enquanto o PPARy2, que possui 30 aminoacidos extras na regido animo-terminal

(148), é seletiva e altamente expresso no tecido adiposo (148) (149).

2.3.2 Estrutura do Dominio de Ligacao do Ligante

O LBD do PPARy possui uma estrutura semelhante a dos dois outros
subtipos de PPAR, sendo composto por 13 hélices alfa (H1 a H12) e 4 folhas beta
(S1 a S4) (150). Diferente dos demais receptores nucleares, o LDB dos PPARs
possui uma hélice extra, a H2', localizada entre a primeira folha beta e H3 (150).
Além disso, as hélices H10 e H11 sdo na verdade uma hélice continua, e as hélices
H4, H5, H8 e H9 encontram-se entre as hélices H1, H3, H7 e H10/H11 (150) (Figura
4 A).
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O sitio de ligagao do ligante € uma cavidade bastante ampla no interior da
proteina, com um volume total de 1300 a 1400 A (150), o que é substancialmente
maior que as encontradas nos demais receptores nucleares (151) (152). Ela é
delimitada pelas hélices H2’, H3, H4, H5, H7, H10/H11 e folhas beta S3 e S4 (150)
(Figura 4 B). Ela possui a forma de “Y” e consiste de uma entrada, que se estende
da superficie da proteina e suas duas ramificacbes que formam bolsas, os bracos | e
Il (150). Cada brago tem aproximadamente 12 A de comprimento, sendo que o
braco | estende-se em direcdo a hélice 12 e o braco Il esta situado entre H3 e as
folhas beta (150) (Figura 4 C). O bracgo | é essencialmente polar, enquanto o braco Il

e a cavidade de entrada sdo predominantemente hidrofébicos (150).

A alga (153) entre as hélices H2' e H3, situada na entrada do sitio de ligagao,
€ muito flexivel, sugerindo que ela pode potencialmente se adaptar, permitindo que
grandes ligantes sejam acomodados sem alterar sua estrutura global de forma
significativa. Os ligantes dos PPARs sdo compostos geralmente formados por uma
cabecga polar e uma cauda hidrofébica e, na maioria dos casos, a cabega polar
forma ligagdes de hidrogénio com as cadeias laterais do brago |, enquanto a cauda

hidrofébica ocupa o bracgo Il e a parte hidrofébica da cavidade de entrada (150).

A hélice 12 é muito dindmica na auséncia do ligante, com movimentos na
escala de nanosegundos, sugerindo que essa mobilidade € independente do
restante do LBD (156). A ligagdo de um agonista faz com que essa hélice se feche e
fique imobilizada na superficie do LBD, promovendo a estabilizagdo global desse
dominio (157). Dessa forma, o LBD adquire uma estrutura mais compacta e rigida,
favorecendo o recrutamento de proteinas que regulam positivamente a atividade

transcricional do receptor (28) (158).



26

Figura 4. Estrutura tridimensional dos PPARs. (A) PPARa. Hélices H4, H5, H8 e H9 representadas
em azul claro, hélices H1, H2, H2’, H3, H6, H7, H8, H10, H11 em azul escuro e hélice H12 em
laranja. (B) Cavidade de ligacao do ligante (mostrada em branco) delimitada pelas hélices H2’, H3,
H4, H5, H7, H10/H11 e folhas beta S3 e S4. (C) Cavidade de ligagédo do ligante em forma de “Y” com
a entrada representada em vermelho (Entrance) e bragos | (Arm ) e Il (Arm Il) em azul e verde,
respectivamente. Fonte: Zoete V, Grosdidier A, Michielin O. Peroxisome proliferator-activated
receptor structures: ligand specificity, molecular switch and interactions with regulators. Biochimica et
biophysica acta. 2007;1771(159):915-25.

2.3.3 Cisteina 285

Alguns ligantes naturais do PPARy como o acido eicosatetraenoico, fazem
ligacdo covalente com a cisteina 285 localizada na hélice 3 do LBD do receptor
(160) (Figura 5). Essa ligacéo parece ser importante para a indugdo da atividade
transcricional do PPARy mediada por esses ligantes de ocorréncia natural (160).
Mutacdes desse aminoacido tornou o PPARYy totalmente irresponsivo ao tratamento
com alguns lipideos endogenos (161) (162), embora n&o eliminou a capacidade de

ligagao dos mesmos ao LBD (162).

Assim como os ligantes naturais, o ligante sintético GW9662, um antagonista
do PPARYy, também se liga covalentemente a cisteina 285 (163). A reanalise, feita
pelo nosso grupo de pesquisa, da estrutura cristalografica do LBD do PPARYy ligado
ao agonista parcial GQ-16 (28), mostrou que esse composto também forma ligagéao
covalente com a cisteina 285 (Figura 6). Contudo, a importancia dessa ligacao para

a atividade transcricional do PPARy mediada pelo GQ-16, ainda nao foi explorada.
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Figura 5. Estrutura tridimensional dos ligantes endogenos ligados ao LBD do PPARy. (A)
Prostaglandina J2 (715-Deoxy-Delta-12,14-prostaglandin J2 - 15d-PGJ,) ligada ao LBD do PPARy
fazendo contato com hélice 3 (apontada pela seta). (C) Acido eicosatetraenoico (8-oxoicosa-
5,9,11,14-tetraenocic acid - 8-oxoETE) ligado a cisteina 285. Fonte: Waku T, Shiraki T, Oyama T,
Fujimoto Y, Maebara K, Kamiya N, et al. Structural insight into PPARgamma activation through
covalent modification with endogenous fatty acids. Journal of Molecular Biology. 2009;385(1):188-99.
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Figura 6. Ligacdo covalente entre GQ-16 e PPARYy. (A e B). Estrutura tridimensional do GQ-16
(representado em rosa) ligado covalentemente a cisteina 285 (identificada como cisteina 313 - 313
(CYS)). (B) Omit Map (representado em verde) da ligagdo entre GQ-16 e a cisteina 285. Figura
gentilmente cedida pelo Dr. Senapathy Rajagopalan do Instituto de Pesquisa do Hospital Metodista de
Houston, Texas.
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2.3.4 Ligantes Naturais e Sintéticos

O PPARYy interage com um amplo espectro de moléculas lipidicas de
ocorréncia natural (164) (165) (166) (167) e sintéticas (168) (169). Os ligantes
naturais incluem acidos graxos poliinsaturados (164), prostaglandina J2 e seus

derivados (165) (166) e acidos graxos oxidados (167).

Entre os ligantes sintéticos estdo as tiazolidinadionas (TZDs), como a
rosiglitazona e a pioglitazona, compostos que exibem alta afinidade pelo PPARy
(169) (170) e que ja foram muito utilizados na pratica clinica para melhorar a

sensibilidade a insulina em pacientes com DM 2 (171) (172) (173).

2.3.5 Papéis Fisiologicos

2.3.5.1 Adipogénese

O PPARYy desempenha um papel fundamental na diferenciagcao de adipécitos
(114) (115). Sua expressao é cerca de vinte vezes mais elevada no tecido adiposo
que na maior parte dos demais tecidos (174). Sua expressao ectopica € capaz de
promover adipogénese em fibroblastos ndo comprometidos com a linhagem
adipocitaria, como as células NIH-3T3 (114), e até mesmo de promover

transdiferenciacao de culturas de mioblastos para adipdcitos (175).

A regulacdo da adipogénese pelo PPARy ocorre através da sua interagéo
com as proteinas de ligagao ao amplificador CCAAT (C/EBP) a, B e 8 (176) (66), que
s&o fatores transcricionais expressos nas distintas fases da adipogénese (177). As
proteinas C/EBPf e & sao ativadas no estagio inicial da adipogénese em resposta a
acdo da insulina ou glicocorticoides e induzem a expressdo do PPARy (66). Nos
estagios finais, o PPARYy ativa a transcricdo da C/EBPa, que por um mecanismo de
retroalimentagcdo positiva estimula a atividade transcricional do gene do PPARy
(178).

Ambas as proteinas, PPARy e C/EBPaq, sédo responsaveis pelo fendtipo
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diferenciado dos adipdcitos, embora experimentos tenham mostrado que, na
auséncia do PPARYy, fibroblastos sdo incapazes de completar a adipogénese,

mesmo quando C/EBPa ¢é adicionado em altas concentragdes (176).

O papel do PPARy na adipogénese € bem ilustrado em estudos em que esse
gene foi deletado em camundongos (176). A mutacdo em homozigose € letal no
inicio da gestacao (179) (180). Em um estudo em que os embrides com delegao
homozigota do gene que codifica o PPARy foram suplementados com placentas
selvagens por meio de sua agregagéo com embrides tetraploides (ou seja, contendo
4 copias do gene que codifica o PPARy), foi observado desenvolvimento
embrionario e fetal até o termo, porém os camundongos apresentaram auséncia de
tecido adiposo e morte pouco tempo apds o nascimento (180) (181). Em humanos,
mutagdes nao-sinbnimas (missense) do PPARy com efeito dominante negativo, tais
como R425C, P467L, F388L e C190S, estdo associadas a lipodistrofias parciais
(182) (183) (184) (185) (186).

2.3.5.2 Sensibilizagao a Insulina

Os mecanismos pelos quais o PPARy melhora a sensibilidade insulinica
ainda nao estdo completamente elucidados e envolvem, provavelmente, varios

mecanismos celulares e moleculares (170).

Considerando o bem estabelecido papel do PPARy na adipogénese, o
aumento da sensibilidade a insulina promovido pela sua ativagao pode ser resultado
da sua capacidade de expandir o tecido adiposo (187). Em humanos, o tratamento
com TZDs leva a um acumulo seletivo de gordura no tecido adiposo subcutaneo e
manutenc¢ao ou reducgéo no tecido adiposo visceral (188) (189). Essa remodelagao
do tecido adiposo pode contribuir para o aumento da sensibilidade a insulina, por
favorecer a deposicao lipidica em um compartimento mais sensivel a acao desse
hormdnio e sem acesso direto a circulagao portal e, consequentemente, ao figado
(36).

Em modelos murinos, o tratamento com rosiglitazona promoveu a transcrigao

de genes relacionados a captagédo de acidos graxos, aumentando a capacidade do
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tecido adiposo de “sequestrar” e depositar os acidos graxos dietéticos, mantendo-os
menos acessiveis a outros tecidos periféricos sensiveis a insulina, tais como o
figado e o musculo esquelético (190). Consistente com esse resultado, varios
estudos clinicos mostraram que aliado a redugédo da concentragdo de glicose, as
TZDs promovem diminuicdo da concentragao plasmatica de acidos graxos (173)
(191) (192).

O aumento da sensibilidade a insulina promovido pelas TZDs também pode
estar relacionado a induc&o da apoptose de adipdcitos maduros no tecido adiposo
branco (148). Estudos evidenciaram que o tratamento com troglitazona diminuiu a
populacdo de adipécitos grandes por meio da indugdo da apoptose, e
simultaneamente estimulou a formacédo de adipdcitos pequenos, mais sensiveis a

acao da insulina (193).

Outro mecanismo pelo qual as TZDs aumentam a sensibilidade a insulina em
tecidos periféricos envolve a modificagdo do perfil das citocinas secretadas pelo
tecido adiposo (187). Em animais, o tratamento com TZDs aumentou a expressao e
a concentracdo plasmatica de adiponectina, uma proteina fortemente correlacionada
com a sensibilidade insulinica (194). Por outro lado, as TZDs foram capazes de inibir
a expressao de citocinas relacionadas a resisténcia a insulina como a resistina
(195), a proteina carreadora de retinol 4 (Retinol Binding Protein 4 — RBP4) (196) e o
TNFa (197) (198). Este ultimo, uma vez sintetizado, é capaz de promover resisténcia
a insulina tanto no proprio tecido adiposo como em outros tecidos periféricos como o

muscular esquelético e o hepatico (199) (200).

Dois mecanismos moleculares recentemente descritos e envolvidos na
sensibilidade insulinica em resposta a ativacdo do PPARy sdo a acetilagcdo e a
fosforilagdo desse receptor (201) (202). A ativagdo da enzima deacetilase SirT1 esta
associada a biogénese e aumento da atividade mitocondrial (203) (204). Um estudo
recente mostrou que o PPARYy é alvo da SirT1, cuja ativagdo pode ser induzida por
ligantes desse receptor (201). Em animais com superexpressdo da SirT1, o
tratamento com rosiglitazona foi associado ao “amarronzamento” do tecido adiposo
branco, caraterizado pela elevada expressdo de genes caracteristicos do tecido
adiposo marrom como o da proteina desacopladora 1 (Uncoupling Protein 1 - Ucp1)

e C/ebpf e reduzida expressao de genes tipicos do tecido adiposo branco como a
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quemerina e a resistina (201).

A quinase dependente de ciclina 5 (Cyclin-dependent kinase 5 - cdk5) € uma
enzima que pode ser ativada no tecido adiposo por citocinas inflamatorias como o
TNFa e a IL6 (92) (205). Recentemente foi mostrado que essa enzima é capaz de
fosforilar o PPARYy na serina 273 (202), modificagao pés-traducional que n&o altera a
capacidade adipogénica do PPARy, mas leva a desregulagcdo de genes cuja
expressao encontra-se alterada na obesidade (202). A expressao da adiponectina,
por exemplo, foi reduzida em cultura de células cujo meio continha ativadores de

Cdk5 e aumentada quando o sitio de fosforilagado do PPARYy foi mutado (202).

O aumento da fosforilagdo do PPARy também foi observado em tecidos de
camundongos tratados com dieta hiperlipidica, o que foi revertido pelo tratamento
com rosiglitazona e agonistas parciais de PPARy que também melhoraram a
tolerancia a glicose e a glicemia de jejum (202). Em humanos, a melhora da
sensibilidade a insulina induzida pela rosiglitazona também esteve associada a
reducao da fosforilagdo do PPARYy pela cdk5 (202).

2.3.6 PPARy como Alvo Terapéutico

O papel do PPARy na regulagdo do metabolismo lipidico, homeostase da
glicose e resposta inflamatoéria tornou-o alvo atrativo para o desenvolvimento de
agentes para o tratamento de doencas metabdlicas humanas (206). Contudo, seu
amplo padrdo de expressao tecidual e suas variadas acbes metabodlicas também
constituem desvantagens, uma vez que o efeito sobre vias de sinalizacdo nao
envolvidas nos processos patologicos a serem tratados parece estar relacionado

aos efeitos adversos de alguns compostos que ativam esse receptor (207).
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2.3.6.1 Tiazolidinadionas

As TZDs sao antihiperglicemiantes orais efetivos (208) (209) (210), mas
infelizmente, um substancial numero de pacientes apresenta efeitos adversos
graves, o que levou a suspensao do uso da rosiglitazona na Europa (24) e no Brasil

(25) e da pioglitazona em alguns paises da Europa como a Franca e Alemanha (26).

O wuso clinico das TZDs estd associado a uma série de eventos
cardiovasculares desfavoraveis tais como a retencao hidrica, edema e aumento da
incidéncia de insuficiéncia cardiaca (211), além de aumento do risco de infarto do
miocardio (21). A retengao hidrica e o edema parecem ser consequéncia de um
aumento da captagao de liquido relacionada a expressdao do PPARYy no ducto coletor
(212). Por outro lado, o mecanismo o pelo qual as TZDs aumentam o risco de infarto
do miocardio ndo é conhecido, mas parece ser efeito especifico da rosiglitazona,

uma vez que tal evento ndo foi observado com o uso da pioglitazona (213) (214).

A ativagdo do PPARy pelas TDZs também vem sendo associada ao
comprometimento da saude esquelética e aumento do risco de fraturas (215). In
vitro, o tratamento com pioglitazona induziu a adipogénese em uma linhagem de
células progenitoras da medula 6ssea (216). Em modelos murinos e em humanos, o
tratamento com as TZDs foi associado a perda de massa 6ssea (19) (217), sendo
que nos camundongos essa perda foi relacionada ao aumento do numero de
adipdcitos na medula éssea e diminuicdo da proporgcédo de osteoblastos em relagao
a osteoclastos (19). Embora n&do haja consenso (218), varios estudos também
associaram o uso da pioglitazona ao aumento do risco de cancer de bexiga em
pacientes com DM 2 (22) (23).

Diante desses efeitos adversos e da consequente suspensao e restricoes ao
uso das TZDs, poucas opg¢des permanecem disponiveis para o tratamento da
resisténcia insulinica associada ao DM 2. De fato, a unica alternativa as TZDs para
melhorar a sensibilidade insulinica € a biguanida metformina. Contudo, em
monoterapia, a metformina € menos eficiente na redugéo da glicose sanguinea (219)
(220). Além disso, os efeitos anti-inflamatoérios das TZDs mediados pela ativagao do
PPARy sado importantes aspectos do mecanismo de agao dessas drogas, nao

compartilhados pela meftormina (221) (222).
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2.3.6.2 Agonistas Parciais de PPARy

As estratégias atuais para o desenvolvimento de agonistas para o PPARy
consistem na identificacdo de compostos capazes de ativar seletivamente esse
receptor e, consequentemente, induzir a expressao de um subconjunto especifico de
genes alvo, de modo que seja possivel obter os efeitos desejaveis da sua ativagao,
sem efeitos adversos consideraveis (206). E provavel ainda, que os efeitos adversos
observados com o uso das TZDs sejam resultado da ativagdo supra-fisioldgica
induzida por agonistas totais e, portanto, o agonismo parcial € outra estratégia a ser

considerada no desenvolvimento de novos ligantes de PPARYy (206).

Considerando o agonismo parcial como uma estratégia para o
desenvolvimento de ligantes de PPARYy, alguns compostos foram recentemente
desenvolvidos, entre os quais o MRL24 (223), o SR1664 (224) e o GQ-16 (27).
Embora apresentem estruturas quimicas distintas e diferentes modos de ligagdo ao
LBD do PPARYy, esses trés compostos mostraram efeitos similares relativos a
adipogénese e melhora da sensibilidade insulinica em estudos realizados em

culturas de células e também em modelos animais (28) (202) (223) (224).

O GQ-16 é um composto sintético derivado da 5-benzilideno-3-(4-metil-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (27). O ensaio de competigdo com rosiglitazona mostrou
que ele se liga diretamente ao LBD do PPARYy, porém com baixa afinidade (28), e o
ensaio de transfec¢ao e gene reporter, que ele € um agonista especifico e parcial de
PPARYy, uma vez que nao apresentou atividade sobre o PPARa, PPARB/d e RXRa
(28) e, mesmo em altas concentragdes, promoveu uma ativagdo maxima de

aproximadamente um terco da ativacao induzida pela rosiglitazona (28).

Nas linhagens celulares NIH-3T3 e C3H10T1/2, o GQ-16 mostrou reduzido
potencial adipogénico (28). O acumulo de lipideos e a expressao do marcador de
adipocitos FABP4 foram menores quando comparados com os induzidos pelo
tratamento com a rosiglitazona (28). Em camundongos com obesidade e resisténcia
a insulina induzidas por dieta hiperlipidica, assim como a rosiglitazona, o GQ-16
melhorou a sinalizagao insulinica, mas sem induzir ganho de peso e, diferentemente

da rosiglitazona, sem induzir edema (28).
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A estrutura cristalografica mostrou que o GQ-16 se liga ao LBD do PPARYy de
um modo diferente da rosiglitazona (28). Enquanto a rosiglitazona se liga
perpendicularmente a hélice 3, o GQ-16 ocupa uma posigao vertical, paralela aquela
hélice e além disso, ndo faz contato direto com a hélice 12, o que é caracteristico
dos agonistas totais (28) (Figura 7).

Embora apresente diferente modo de ligagdo ao LBD do PPARYy, o GQ-16
bloqueou a fosforilagdo da serina 273 de forma tao eficiente quanto a rosiglitazona e
a troca de hidrogénio deutério revelou que ele também promoveu a estabilizacdo da

hélice 12 de forma similar a rosiglitazona (28).

Figura 7. Modo de ligagdo do GQ-16 ao LBD ao PPARYy. GQ-16 (lilas) se liga ao LBD do PPARy de
modo diferente do agonista total rosiglitazona (branco, vermelho, azul e amarelo). GQ-16 dispde-se
verticalmente enquanto a rosiglitazona dispde-se horizontalmente. Além disso, GQ-16 nao faz contato
direto com a hélice 12 (representada em vermelho). Fonte: Amato AA, Rajagopalan S, Lin JZ,
Carvalho BM, Figueira AC, Lu J, et al. GQ-16, a novel peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (PPARgamma) ligand, promotes insulin sensitization without weight gain. The Journal of
biological chemistry. 2012;287(33):28169-79.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar e comparar o efeito do GQ-16 com a rosiglitazona sobre o perfil de

expressao génica em células 3T3-L1.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar o efeito do GQ-16 sobre o acumulo intracelular de lipideos.

* Avaliar o efeito do GQ-16 sobre a expressdo de genes relacionados a
adipogénese durante o processo de diferenciagdo em adipdcitos.

* Avaliar o efeito do GQ-16 sobre a expressdo de genes relacionados a
adipogénese, em adipocitos maduros.

* Avaliar o perfil de expressdo génica modulado pelo GQ-16 em adipdcitos
maduros.

* Comparar o efeito do GQ-16 com o de outros agonistas parciais do
PPARy, em adipdcitos maduros.

* Avaliar o papel da ligagao covalente do GQ-16 com a cisteina 285 do LBD
do PPARYy.
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4 METODOS

4.1 REAGENTES E MATERIAIS

O GQ-16 (5-(5-bromo-2-methoxy-benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-
thiazolidine-2,4-dione) foi cedido pelo Professor Ivan da Rocha Pitta da Universidade
de Pernambuco e o0 MRL24 e SR1664 pelo Doutor Patrick Griffin do Instituto de

Pesquisa Scripps, campus Califérnia. A rosiglitazona foi obtida da Sigma-Aldrich.

As células 3T3-L1 e os meios de cultura para cultivo e diferenciagdo foram
obtidos da Zen Bio.

O FUGENE® HD e o Dual-Luciferase® Reporter Assay System foram obtidos

da Promega.

O Aurum™ Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit e o iScript cDNA
Synthesis foram obtidos da BioRad.

Os chips do microarranjo (BeadyChip Array) foram obtidos da lllumina.
O LightCycler® 480 SYBR Green | Master foi obtido da Roche.

O QuikChange |l Site-Directed Mutagenesis Kit foi obtido da Agilent
Technologies.

4.2 ENSAIO DE GENE REPORTER

O gene repodrter € um ensaio que permite o estudo da expressao de genes
eucariéticos por meio da avaliagado da expressao de um gene denominado reporter,

que codifica uma proteina cuja expressao pode ser facilmente mensurada.

Nesse ensaio, um plasmideo quimérico contendo o cDNA da proteina de
interesse fusionada a um gene repérter € introduzido em um tipo de célula

apropriado por um método denominado transfeccdo. Apds a transfeccdo, as
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sequéncias do gene que codifica a proteina de interesse e do gene repodrter séo
transcritas e traduzidas e, por meio da quantificacdo da expressao do gene reporter,
ou da atividade de seu produto, pode-se inferir a expressdo da proteina de

interesse.

Um gene reporter bastante utilizado € o da luciferase, enzima que, na
presenca do seu substrato luciferina, catalisa uma reagdo que converte energia

quimica em energia luminosa que pode ser mensurada em um luminémetro.

Para esse ensaio foram utilizadas células HelLa, uma linhagem derivada de
tumor cervical uterino estabelecida em 1951 e uma das mais utilizadas em
laboratorios de todo o mundo nos mais variados tipos de experimentos por seu facil

cultivo, intensa capacidade de proliferacdo e de manutengdo do genoma (225).

As células foram semeadas no dia anterior a transfecgdo, em placas de 48
pogcos e meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), em
quantidade suficiente para atingirem de 70 a 90% de confluéncia no momento da

transfeccgao.

As transfecgdes foram realizadas com o reagente FUGENE® HD (Promega),
de acordo com as instru¢des do fabricante. Foram cotransfectados, por pogo, 60 ng
do plasmideo contendo o DNA complementar (cDNA) do receptor nuclear PPARYy e
240 ng do plasmideo contendo seu elemento responsivo (PPRE) fusionado ao gene
reporter da luciferase ou 60 ng do plasmideo contendo o DNA complementar do
receptor quimérico constituido pelo LBD do PPARYy fusionado ao DBD do fator de
transcricdo de leveduras GAL4 (LBD-PPARy/DBD-GAL4) e 240 ng do plasmideo
contendo seu elemento responsivo (GAL4) fusionado ao gene reporter da luciferase
ou ainda, o receptor mutado GAL4PPARYyC285S e seu elemento responsivo (GAL4)
fusionado ao gene reporter da luciferase e 1 ng do plasmideo do gene da renilla

luciferase, este ultimo utilizado como controle interno.

Seis horas apds a transfeccdo, as células foram tratadas com veiculo
(DMSO0), rosiglitazona 10° a 10 M ou GQ-16 10° a 10 M por 24 horas. A seguir,
as células foram lisadas e uma amostra de cada poco foi utilizada para mensuragao

da atividade das enzimas luciferase e renilla luciferase. A mensuragao foi realizada
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em aparelho luminémetro utilizando o kit Dual-Luciferase®

Reporter Assay System
(Promega), de acordo com as instrugdes do fabricante. A atividade a luciferase foi
normalizada pela atividade da renilla luciferase e calculada como vezes de ativagao
dos ligantes comparada com o veiculo (DMSO). Cada experimento foi realizado em

triplicada e repetido no minimo 3 vezes.

4.3 CULTURA E DIFERENCIACAO DAS CELULAS 3T3-L1

Para o ensaio de diferenciacdo de pré-adipocitos, foram utilizadas células
3T3-L1. O protocolo utilizado para cultura e diferenciacdo esta representado na
figura 8 e descrito no Cell Care Manual Maintenance and Differentiation of 3T3-L1
Preadipocytes to Adipocytes da Zen Bio (http://www.zen-
bio.com/pdf/ZBM0009.013T3L1CareprotocolRV08.08.pdf).

As células foram cultivadas em placas de 15 cm de didmetro ou placas de 6
pogos em incubadora a 37°C e 5% de CO,. Para o ensaio de diferenciagao os pré-
adipdcitos foram semeados em placas de 6 pogcos e mantidos em meio de cultura
para pré-adipocitos (3T3-L1 Preadipocyte Medium - Zenbio ®) composto por DMEM
com alta concentragéo de glicose, HEPES pH 7.4, soro neonatal bovino, penicilina,

estreptomicina e anfotericina B até atingirem 100% de confluéncia (dia -2).

Ap6s alcangarem 100% de confluéncia, as células foram mantidas sob as
mesmas condicdes por adicionais 48 horas para a promoc¢ado da parada do
crescimento. ApoOs esse periodo (dia 0), o meio de cultura para pré-adipocitos foi
substituido pelo meio de diferenciagao (3T3-L1 Differentiation Medium - Zenbio ®)
composto por DMEM/Ham’s F-12 (1:1), HEPES pH 7.4, soro fetal bovino, insulina
humana 167 nM, dexametasona 1 pM, isobutiimetilxantina 0.5 mM, biotina,
pantotenato, penicilina, estreptomicina e anfotericina B, que foi mantido por trés

dias.

Ao final das 72 horas (dia 3), o meio de diferenciacao foi substituido pelo
meio de cultura para manutencao de adipécitos (3T3-L1 Adipocyte Medium - Zenbio
®) composto por DMEM/Ham’s F-12 (1:1), HEPES pH 7.4, soro fetal bovino, insulina
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humana 167 nM, dexametasona 1 uM, biotina, pantotenato, penicilina e
estreptomicina. As células foram mantidas nesse meio de cultura até o dia da

fixacao ou coleta.

Dia Dia Dia Dia
Proliferacio -2 48h 0 3 8
Diferenciacao
—> +—> < >
100 %
confluéncia
\ A J
| !
Insulina, Dexa e IBMX Insulina e Dexa

Nucleo Gotas

Figura 8. Esquema de diferenciagao das células 3T3-L1. As células foram mantidas em meio de
cultura para pré-adipécitos até 48 horas apds a confluéncia (dia 0). Apos esse periodo, o meio de
cultura foi substituido por meio indutor da diferenciagdo contendo insulina 167 nM, dexametasona
(Dexa) 1 uM e isobutilmetilxantina (IBMX) 0.5 mM, que foi mantido por 72 horas (dia 0 ao dia 3). Do
dia 3 até a coleta ou fixagao, as células permaneceram em meio de cultura para manutengéo de
adipdcitos contendo insulina 167 nM e dexametasona 1 yM.

4.4 TRATAMENTO

O tratamento das células foi realizado em dois momentos distintos.
Primeiramente, com o objetivo de avaliar o efeito dos compostos rosiglitazona e GQ-
16 no processo de diferenciagao, o tratamento com rosiglitazona 100 nM ou GQ-16
5 uM ou 10 uM foi realizado no primeiro dia de indugéo da diferenciagédo e mantido
por trés dias (dia 0 ao dia 3 - representado em vermelho na figura 9). Ao final desse
periodo as células foram coletadas para extragcdo do RNA total ou mantidas em meio
de cultura para manutengao de adipécitos por adicionais quatro dias, ao final dos

quais foram fixadas e coradas com 6leo vermelho O.

No segundo momento, objetivando avaliar o efeito dos compostos

rosiglitazona, GQ-16, MRL24 e SR1664 em adipdcitos maduros, o tratamento foi
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realizado no sétimo dia de diferenciagéo por 24 horas (dia 7 ao dia 8 — representado
em azul na figura 9). Ao final desse periodo, as células foram coletadas para

extracao do RNA total.

As concentragdes dos compostos utilizadas para avaliacdo da expressao génica
nos adipécitos maduros formam de 100 nM de rosiglitazona e 10 yM de GQ-16,
MRL24 e SR1664. A concentragdo da rosiglitazona corresponde a menor
concentragcao necessaria para ativagao transcricional maxima identificada no ensaio
de gene repérter e a do GQ-16, a maior concentragdo em que esse composto foi
completamente soliuvel em DMSO. As concentragbes dos compostos MRL24 e
SR1664 foram as mesmas do GQ-16.

Dia Dia Dia Dia Dia
Proliferacio -2 48h 0 3 7 8
Diferenciacao
— “—> <« >
100 %
confluéncia
l A J
| !
Insulina, Dexa e IBMX Insulina e Dexa

Niticleo ——7

Gotas

Nicl A
ueieo lipidicas

Figura 9. Esquema do tratamento das células 3T3-L1. Com o objetivo de avaliar o efeito dos
compostos rosiglitazona e GQ-16 no processo de diferenciacdo, o tratamento foi realizado no
primeiro dia de indugao da diferenciagdo e mantido por trés dias (dia O ao dia 3 - representado em
vermelho) e buscando avaliar o efeito dos compostos rosiglitazona, GQ-16, MRL24 ou SR1664 em
adipécitos maduros, o tratamento foi realizado no sétimo dia de diferenciagao por 24 horas (dia 7 ao
dia 8 — representando em azul).
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4.5 COLORACAO POR OLEO VERMELHO O

Células 3T3-L1 foram diferenciadas como descrito anteriormente e tratadas
com veiculo (DMSO), rosiglitazona 100nM, GQ-16 5uM ou 10uM no primeiro dia de
indugdo da diferenciagdo por um periodo de trés dias (dia 0 ao dia 3). A segquir,

formam mantidas em meio para manuteng¢ao de adipdcitos.

No oitavo dia de diferenciacdo, o meio de cultura foi descartado e as células
lavadas com tampao fosfato salina (Phosphate-Buffered Saline — PBS) duas vezes e
entdo fixadas com formaldeido 4% por 40 minutos. Apos 2 lavagens com agua
seguidas por duas com PBS, as células foram incubadas com o corante para
lipideos 6leo vermelho O por uma hora. Em seguida, as células foram lavadas com
agua para retirada do excesso do corante e fotodocumentadas no microscépio

Regular Inverted BF&Fluorescent Microscope com aumentos de 4, 20 e 40 vezes.

4.6 EXTRACAO DO RNA TOTAL E SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR

O RNA total das células 3T3-L1 no terceiro ou no oitavo dia de diferenciagao
foi extraido e purificado usando o Aurum Total RNA Fatty and Fibrous kit (BioRad),
de acordo com as instrugbes do fabricante. As concentracdes do RNA total bem
como a sua pureza foi mensurada usando o NanoDrop ND-1000 spectrophometer. A
seguir, um ug de RNA total foi reversamente transcrito usando o iScript cDNA

Synthesis (Bio-Rad), de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.7 MICROARRANJO

O microarranjo € uma técnica que permite detectar a expresséo de transcritos
génicos em larga escala. Para tanto, é utilizando um chip que consiste em um
arranjo pré-definido de moléculas de DNA quimicamente ligadas a uma superficie

solida.

Os acidos nucleicos provenientes das amostras bioldégicas em estudo sao

aplicados ao chip de DNA e, quando ha complementariedade entre as bases
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nitrogenadas, ocorre a hibridizagado do acido nucleico proveniente das amostras com
o do chip. A deteccéo da hibridizagcado € possivel pois, durante a sintese, os acidos
nucleicos das amostras sdo marcados com moléculas fluorescentes que geram um

sinal que pode ser detectado por meio de leitores (scanners).

Para a realizagdo do microarranjo, células 3T3-L1 foram diferenciadas em
adipdcitos conforme descrito anteriormente. No sétimo dia de diferenciacdo foram
tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona 100 nM ou GQ-16 10 uM. Apds 24 horas
de tratamento, ou seja, no oitavo dia de diferenciacédo, as células foram coletadas
para avaliagdo da expressdo génica por meio de microarranjos. Depois da coleta, o
RNA mensageiro foi extraido, purificado e mensurado conforme descrito

anteriormente.

O chip para o microarranjo foi adquirido da Illumina (BeadChip Array
MouseWG-6v2) e a sintese e marcagdo do cRNA foi realizado com o lllumina®
TotalPrep™-96 RNA Amplification Kit (Ambion).

O chip de microarranjo utilizado permitiu a avaliacao do perfil de expressao
do genoma completo de camundongo, contendo mais de 45.200 sondas
(oligonucleotideos) cujas sequéncias foram retiradas das bases de dados do Centro
Nacional de Informacdo em Biotecnologia (National Center for Biotechnology
Information Reference Sequence - NCBI RefSeq) e dos Oligonucleotideos Exénicos
de Camundongo Baseados em Evidéncia (Mouse Exonic Evidence Based
Oligonucliotide, MEEBO).

Um total de 400 ng de RNA foi utilizado para a sintese do cDNA que foi
realizada em duas etapas. Na primeira etapa, para sintese da primeira fita cDNA, o
RNA foi incubado a 42° C por duas horas com um mix contendo dNTP , primer T7
Oligo(dT), inibidor de RNAse e a enzima transcriptse reversa (ArrayScriptTM
Reverse Transcriptase). Na segunda etapa, para sintese da fita dupla de CDNA a
fita simples de cDNA foi incubada por duas horas a 16° C com um mix composto por

dNTP e as enzimas DNA Polimerase e RNase H.

Apo6s a purificacdo, o cDNA de fita dupla foi utilizado para a geragéo de pools

de cRNA marcados com biotina. Para tanto, o cDNA foi incubado por 13 horas a
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37°C com um mix composto por Biotina-NTP e a enzima T7. Apds a sintese, o
cRNA foi purificado e sua concentragcdo mensurada utilizando o Quant-iT™ RNA

Assay Kit (Invitrogen), conforme as instrugdes do fabricante.

Posteriormente, 750 ng de cRNA biotinilado proveniente de cada amostra foi
hibridizado com um microarranjo de DNA a 58°C por 18 horas, de acordo com o
protocolo do fabricante. Apds a incubacéo os chips foram lavados para remoc¢ao do
cRNA né&o hibridizado com as sondas de DNA e entdo encubados com
estreptavidina (Cys3- Streptavidin) sob agitagéo por 10 minutos. Apds a incubacéo,
os chips foram novamente lavados para remocédo do excesso de estreptavidina e

entdo secos por centrifugacao.

A intensidade do sinal da fluorescéncia emitida pelo cRNA marcado e ligado
as sondas dos microarranjos foi mensurada pelo scanner BeadArray Reader. As
medidas foram obtidas no GenomeStudio e subtraidas e normalizadas usando o

lumi package (226) e analizado com o limma package (227).

Todas as anadlises realizadas foram corrigidas pelo teste de multiplas
hipbteses (228) e a mudanga na expressao génica foi considerada como significante
quando maior ou igual a 1,5 vezes e o valor de p menor ou igual a 0,05 quando
comparado com o veiculo (DMSO). Para facilitar as comparagbes entre os
tratamentos, todos os dados foram organizados na base de dados SQLite

(http://www.sqlite.org/).

4.8 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

Para avaliar a expressao dos genes relacionados a adipogénese durante o
processo de diferenciagdo (terceiro dia) e nos adipocitos maduros (oitavo dia)
realizada previamente ao microarranjo, e para validar os resultados observados na
analise de microarranjo, varios transcritos génicos foram analisados por PCR
(Polymerase Chain Reaction) quantitativa em tempo real (Real-Time PCR) realizada
no aparelho Roche LightCycler 480 Il Instrument com SYBR Green Mastermix
(Roche). Os primers (Apéndice A) foram desenhados para abranger as jungdes

éxon-éxon para evitar a amplificagdo de DNA gendmico. Os parametros utilizados
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para amplificacdo foram: um ciclo de pré-incubagcao a 95°C por 5 minutos, 45 ciclos
de amplificacdo a 95°C por 10 segundos, 60°C por 10 segundos e 72°C por 10
segundo, um clico de curva de melting a 95°C por 5 segundos, 65°C por 1 minuto e

97°C e um ciclo de resfriamento a 40°C por 30 segundos.

Os valores de Ct normalizados (Ct alvo — Ct 18S) de pelo menos trés
triplicatas biologicas foram calculados usando o método 24¢T e analisados por
ANOVA seguido do pos teste Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi p<0,05.
A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism (GraphPad

Software, versao 5.01; GraphPad).

4.9 MUTACAO SITIO DIRIGIDA DO PPARY (C285S)

A mutacéo sitio dirigida € uma técnica na qual um ou poucos aminoacidos de
uma proteina sdo substituidos por outros aminoacidos por alteracbes nos
correspondentes nucleotideos do gene. Uma de suas aplicacbes € o estudo da

relacao entre a estrutura da proteina e sua fungao.

Buscando avaliar o possivel papel funcional da ligacao covalente do GQ-16
com a cisteina 285 do LBD do PPARYy, foi realizada a mutagao sitio dirigida desse
residuo. A mutacédo foi realizada no plasmideo contendo o cDNA do receptor
quimérico DBD-GAL4/LBD-PPARy com o kit QuikChange Il Site-Directed
Mutagenesis (Agilent Technologies), de acordo com as instrugdes do fabricante.

A mutagao planeja foi a troca da timina (t) pela adenina (a) no cédon tgc, de
modo que a cisteina (C) correspondente fosse substituida pelo aminoacido serina

(S) como segue:

Sequéncia original:
DNA: aagaggtggccatccgcatctttcagggctgccagttticgctccgtggaggetgtgcaggagatcac
Proteina: EVAIRIFQGCQFRSVEAVQEI

Sequéncia mutada:
DNA: aagaggtggccatccgcatctttcagggcagccagtttcgctccgtggaggcetgtgcaggagatcac
Proteina: EVAIRIFQGSQFRSVEAVQEI
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A geracao do plasmideo com a mutacao foi realizada através da reacao de
PCR com o plasmideo contendo o cDNA do DBD-GAL4/LBD-PPARYy e dois primers
com a mutagdo desejada (F1- ccgcatctttcagggcagccagtttcgctcegtg e R1 —

cacggagcgaaactggctgccctgaaagatgege)

Essa reagao consistiu na desnaturacdo do cDNA molde (sem a mutagao),
anelamento dos primers contendo a mutacao desejada e extensao dos primers pela
acao da DNA polimerase. O programa utilizado foi: 1 ciclo de 30 segundos a 98° C,
18 ciclos de 10 segundos a 98° C, 1 minuto a 55° C e 3 minutos a 72° C e 1 ciclo de
10 minutos a 72° C.

Ao fim da reagdo, o cDNA molde metilado foi digerido com a enzima Dpn |. O
cDNA contendo a mutagao foi transformado em células competentes XL1-Blue e
purificado. Apds sequenciamento para a confirmagao da mutagéo, o produto gerado
na reagao de PCR, ou seja, o plasmideo com a mutacdo C285S (GAL4-PPARy
C285S) foi utilizado em ensaios de transfecgdo e gene repérter conforme descrito

anteriormente.
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5. RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE AGONISTA DO GQ-16 NO PPARY

O efeito do GQ-16 sobre a atividade transcricional do PPARYy foi investigado

em ensaio de transfecgdo transiente e gene repérter utilizando células Hela.

Nesse ensaio, foram utilizadas concentragbes de rosiglitazona (controle
positivo) de 10° a 10* M e de GQ-16 de 10 a 10 M, concentragdo maxima em

que esse composto foi completamente soluvel em DMSO.

Como mostrado na Figura 10, o GQ-16 se comportou como um agonista
parcial de PPARYy. A ativacao induzida pela maior concentracido de GQ-16 utilizada

foi aproximadamente um tergo da ativac&o induzida pela rosiglitazona.

12- O Rosiglitazona

0O GaQ-16

10+ o]
8- (o] o]

Ativagao

) ) ) ) ) ) 1
10° 108 107 10¢ 105 104 103
log (agonista) M

Figura 10. Ensaio de transfecgdo e gene reporter com PPARYy. Células HelLa foram transfectadas
com os plasmideos contendo o cDNA do PPARYy, seu elemento responsivo PPRE fusionado ao gene
reporter da luciferase e o gene reporter da renilla luciferase e tratadas com DMSO (veiculo, controle
negativo), rosiglitazona 10° a 10" M ou GQ-16 10° a 10° M durante 24 horas. A atividade da
luciferase foi normalizada pela atividade da renilla luciferase e representada como média + desvio
padrao da média da ativagédo dos ligantes comparada com o veiculo (DMSO). A figura representa os
resultados de trés experimentos independentes em ftriplicata.
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5.2 EFEITO DO GQ-16 SOBRE A ADIPOGENESE EM CULTURA DE
CELULAS

Considerando a reduzida capacidade do GQ-16 em ativar o PPARy
comparado com o agonista total rosiglitazona, foi realizado ensaio de diferenciagao
de pré-adipocitos com células 3T3-L1 visando avaliar o efeito adipogénico desse

composto.

Como é possivel observar na Figura 11, o tratamento com GQ-16 promoveu
um acumulo de lipideos significativamente menor quando comparado ao promovido

pela rosiglitazona, mesmo na concentracdo maxima utilizada de 10°M.

Insulina, Dexa e IBMX Insulina, Dexa e IBMX Insulina, Dexa e IBMX Insulina, Dexa e IBMX
+ + + +
DMSO Rosi 100 nM GQ-16 5 uM GQ-16 10 uM

20 x

Figura 11. Ensaio de diferenciacdo de pré-adipdcitos. Células 3T3-L1 foram induzidas a se
diferenciar em adipécitos com insulina 167 nM, dexametasona 1 uM e isobutilmetilxantina 0,5 mM e
tratadas com DMSO, Rosiglitazona (Rosi) 100 nM, GQ-16 5 yM ou GQ-16 10 uyM por 72 horas. A
seguir, as células foram mantidas em meio de cultura com insulina 167 nM e dexametasona 1 yM. No
oitavo dia de diferenciacdo, as células foram fixadas, coradas com d6leo vermelho O e
fotodocumentadas com aumentos de 4, 20 e 40 vezes.
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5.3 EFEITO DO GQ-16 SOBRE A EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS
NA ADIPOGENESE

5.3.1 Efeito do GQ-16 Sobre a Expressao de Genes Envolvidos na

Adipogénese, Durante a Diferenciagao

Buscando compreender o reduzido acumulo de lipideos induzido pelo
tratamento com GQ-16 nas células 3T3-L1, o efeito desse composto sobre a
expressdao de genes envolvidos na adipogénese, durante o processo de

diferenciacéo, foi avaliado por PCR quantitativa em tempo real.

Os genes avaliados foram o Ppary, Cebpa, Adiponectina (Adipoq), Fabp4 e
Lpl. Como mostrado na figura 12, com excegao do Ppary, o tratamento com GQ-16
induziu de forma menos intensa, comparado a rosiglitazona, a expressao dos genes

avaliados.
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Figura 12. Efeito do GQ-16 sobre a expressdo de genes relacionados a adipogénese, durante o
processo de diferenciagdao. Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipdcitos com
insulina 167 nM, dexametasona 1 pM e isobutilmetilxantina 0,5 mM e tratadas com DMSO,
Rosiglitazona (Rosi) 100 nM ou GQ-16 10 yM por 72 horas. Apds o tratamento, as células foram
coletadas e a expressdo do RNAm dos genes Ppary, Cebpa, Adiponectina (Adipoq), Fabp4 e Lpl foi
avaliada por PCR quantitativa em tempo real. Os dados sdo apresentados com vezes de ativagao
dos ligantes em relagéo ao veiculo (DMSO). *** p < 0.001.

5.3.2 Efeito do GQ-16 sobre a Expressao de Genes Envolvidos na

Adipogénese, em Adipocitos Maduros

Apdés a avaliagdo do efeito do GQ-16 sobre a expressdo de genes
relacionados a adipogénese durante o processo de diferenciacdo, decidiu-se
investigar se o GQ-16 possui algum efeito em adipdcitos maduros. Para tanto, foi
avaliada a expressao dos mesmos genes estudados anteriormente, ou seja, Ppary,
Cebpa, Adiponectina (Adipoq), Fabp4 e Lpl, mas em células ja completamente

diferenciadas que foram tratadas por 24 horas com GQ-16.

Como ¢é possivel observar na figura 13, tanto a rosiglitazona quanto o GQ-16
exerceram, nos adipocitos maduros, pouco ou nenhum efeito sobre a expressao dos
genes relacionados a adipogénese, quando comparado ao efeito nas células

tratadas durante a indugao da diferenciagao.
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Figura 13. Efeito do GQ-16 sobre a expressdao de genes relacionados a adipogénese, em
adipocitos maduros. Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipdcitos com insulina
167 nM, dexametasona 1 uM e isobutilmetilxantina 0,5 mM por 72 horas, mantidas em meio de
cultura com insulina 167 nM e dexametasona 1 uyM por adicionais 4 dias e tratadas com DMSO,
Rosiglitazona (Rosi) 100 nM ou GQ-16 10 yM por 24 horas. Apds o tratamento, as células foram
coletadas e a expressdo do RNAm dos genes Ppary, Cebpa, adiponectina (Adipoq), Fabp4 e Lpl foi
avaliada por PCR quantitativa em tempo real. Os dados sdo apresentados com vezes de ativagao
dos ligantes em relagéo ao veiculo (DMSO). *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

5.4 EFEITO DO GQ-16 SOBRE A EXPRESSAO DO GENE QUE CODIFICA
O RECEPTOR DE LIPOPROTEINA OXIDADA DE BAIXA DENSIDADE

Considerando o reduzido efeito do GQ-16 sobre a expressdo dos genes
envolvidos na adipogénese, em adipdcitos maduros, decidiu-se investigar seu efeito
sobre a expressdo do receptor 1 de lipoproteina oxidada de baixa densidade
(oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1 — OLR1). O OLR1 é um
receptor de membrana envolvido no metabolismo lipidico e dos carboidratos, que é
alvo direto do PPARYy e cujo aumento na expressao induzido pelo tratamento com

rosiglitazona em adipdcitos maduros foi previamente demonstrado (229).

Inicialmente o efeito do GQ-16 na expressdo do RNAm do OIr1 foi avaliado

apos 24 horas de tratamento e, como mostra a figura 14 A, embora o efeito do GQ-
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16 tenha sido menor quando comparado ao da rosiglitazona, ele foi significativo,

promovendo aumento da expressao génica.

Em um segundo experimento, foi avaliado o efeito do GQ-16 sobre a
expressdao do RNAm do OIr1 apds 6, 12, 24, 36 e 48 horas de tratamento. Como é
possivel verificar na figura 14 B, a rosiglitazona promoveu uma rapida indugdo na
expressao desse gene a partir das 6 horas de tratamento e essa ativagao aumentou
gradualmente, atingindo mais de 8 vezes apds 48 horas de tratamento. O GQ-16 por
sua vez, induziu a expressao do RNAm do OIr1 de forma menos intensa, porém
constante nos diferentes momentos avaliados. Pode-se observar um pequeno pico
de ativacdo apos 12 horas de tratamento, mas este ndo foi estatisticamente

significativo.

Oir1 B Oir1
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Figura 14. Efeito do GQ-16 sobre a expressao do Olr1. Células 3T3-L1 foram induzidas a se
diferenciar em adipécitos com insulina 167 nM, dexametasona 1 uM e isobutilmetilxantina 0,5 mM por
72 horas, mantidas em meio de cultura com insulina 167 nM e dexametasona 1 uyM por adicionais 4
dias e tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (Rosi) 100 nM ou GQ-16 10 uyM. (A) Tratamento
com rosiglitazona ou GQ-16 por 24 horas. (B) Tratamento com rosiglitazona ou GQ-16 por 6, 12, 24,
36 e 48 horas. Apos o tratamento as células foram coletadas e a expressdao do RNAm do Oir1 foi
avaliada por PCR quantitativa em tempo real. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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5.5 EFEITO DO GQ-16 SOBRE PERFIL DE EXPRESSAO GENICA NOS
ADIPOCITOS MADUROS, AVALIADO POR MICROARRANJO

A avaliagdo do perfil de expressdao génica modulado pelo GQ-16 em
adipécitos 3T3-L1 foi realizada através da técnica de microarranjo. Utilizando como
referéncia o padrdo de expressdo do RNAm do OIr1 induzido pelo GQ-16, o
tratamento dos adipdcitos com rosiglitazona 100 nM ou GQ-16 10 uM foi realizado

no sétimo dia de diferenciagao por um periodo de 24 horas.

Como mostra a figura 15 A, a rosiglitazona modificou a expressédo de 1.156
genes. Desses, 544 tiveram sua expressao aumentada (47%) e 612 reprimida
(53%). O GQ-16, por sua vez, modificou a expressédo de apenas 89 genes, sendo 40
ativados (45%) e 49 reprimidos (55%).

Entre os genes com expressao modificada pela rosiglitazona, 46 também
tiveram sua expressdo modificada pelo tratamento com GQ-16, sendo 22 ativados e
24 reprimidos. Por outro lado, 43 genes mostraram ser responsivos somente ao

tratamento com GQ-16, sendo 18 ativados e 25 reprimidos (Figura 15 B).
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Figura 15. Representagao dos genes responsivos ao tratamento com rosiglitazona, GQ-16 ou
ambos. (A) Numero de genes ativados e reprimidos pelo tratamento com rosiglitazona ou GQ-16. (B)
Numero de genes ativados e reprimidos exclusivamente por rosiglitazona ou GQ-16 e ativados e
reprimidos por ambos os tratamentos. O RNA complementar sintetizado a partir do RNA total extraido
de adipécitos maduros tratados com rosiglitazona ou GQ-16 foi hibridizado com o chip de DNA e
escaneado. Os dados brutos foram obtidos do GenomeStudio, subtraidos e normalizadas usando o
lumi package e analisados com o limma package. Todas as analises foram corrigidas pelo teste de
multiplas hipoteses (Benjamini Hochberg) e o efeito foi determinado como significante quando 21,5
vezes e o valor de p < 0,05 quando comparado com o veiculo (DMSO).
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Para melhor compreender as diferencas entre as respostas induzidas pelos
tratamentos com a rosiglitazona e GQ-16 detectadas no microarranjo, foi construido
um diagrama de dispersao (Figura 16). Os valores que correspondem as alteragdes
na expressao dos genes promovidas pelo tratamento com rosiglitazona encontram-
se no eixo x e os valores que correspondem as alteragdes induzidas pelo tratamento

com GQ-16, no eixo y.

Os genes com expressdo modificada pelo tratamento com rosiglitazona, GQ-
16 ou ambos, foram agrupados em quatro categorias: (i) genes regulados
exclusivamente pelo tratamento com rosiglitazona, incluindo os genes ativados e
reprimidos (representados pelo simbolo “x”, em vermelho, na figura 16 e listados no
apéndice B); (ii) genes com expressdo modificada exclusivamente pelo tratamento
com GQ-16, incluindo os ativados e reprimidos (representados como pontos azuis
na figura 16 e listados no apéndice C); (iii) genes com expressao modificada de
forma similar pelo tratamento com rosiglitazona e GQ-16, incluindo genes ativados
ou reprimidos por ambos (representados como quadrados pretos na figura 16 e
listados no apéndice D); (iv) genes regulados de modo oposto em resposta ao
tratamento com rosiglitazona e GQ-16, ou seja, enquanto um composto ativou a
expressao de determinado gene, o outro reprimiu e vice-versa (representados como

tridngulos verdes na figura 16 e listados no apéndice E).

Analisando o diagrama de dispersao, é possivel identificar que um grande
grupo de genes respondeu exclusivamente ao tratamento com rosiglitazona
(representados como “x” em vermelho). Entre os genes que responderam de forma
similar a ambos os tratamentos (representados como quadrados pretos), um grande
grupo foi induzido fracamente, enquanto um pequeno grupo mostrou resposta
acentuada ao tratamento com rosiglitazona e GQ-16. Adicionalmente, o GQ-16
mostrou reprimir de forma efetiva um subgrupo de genes também inibidos pela
rosiglitazona. Também é possivel constatar que todos os genes identificados como
responsivos exclusivamente ao GQ-16, tanto os ativados quanto os reprimidos

(representados como pontos azuis) mostraram pequena resposta ao tratamento.
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Figura 16. Resposta ao tratamento com rosiglitazona e GQ-16 em adipécitos. Os valores que
correspondem as alteragdes na expressédo dos genes promovidas pelo tratamento com rosiglitazona
(Rosi) encontram-se no eixo x e os valores que correspondem as alteragdes induzidas pelo
tratamento com GQ-16 no eixo y. Os x vermelhos representam genes que mostraram resposta
exclusiva ao tratamento com rosiglitazona, os pontos azuis os genes que mostraram-se responsivos
exclusivamente ao tratamento com o GQ-16, os quadrados pretos, os genes cuja expressao foi
regulada de forma similar pelo tratamento por ambos os ligantes e os tridngulos verdes os genes que
mostraram respostas opostas ao tratamento com rosiglitazona e GQ-16. A linha sdlida azul
representa a teodrica correlagao perfeita entre as resposta aos tratamentos com rosiglitazona e GQ-16
e as linhas tracejadas azuis delimitam 1.5 vezes em relac&o a linha soélida. Para esse experimento, o
RNA complementar sintetizado a partir do RNA total extraido dos adipécitos maduros e tratados com
rosiglitazona ou GQ-16 foi hibridizado com o chip de DNA e escaneado. Os dados brutos foram
obtidos do GenomeStudio, subtraidos e normalizados usando o lumi package e analizados com o
limma package. Todos as analises foram corrigidas pelo teste de multiplas hipéteses (Benjamini
Hochberg) e o efeito foi determinado como significante quando 21,5 vezes e o valor de p < 0,05
quando comparado com o veiculo (DMSO).
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5.6 VALIDACAO DO MICROARRANJO

A validagao dos dados observados no microarranjo foi realizada por meio da
PCR quantitativa em tempo real. Foram selecionados genes das quatro categorias
descritas anteriormente: genes com expressdao modificada (i) exclusivamente pelo
tratamento com rosiglitazona, (ii) exclusivamente pelo tratamento com GQ-16, (iii) de
forma similar pelo tratamento com rosiglitazona e GQ-16 e (iv) de modo oposto em

resposta ao tratamento com rosiglitazona e GQ-16.

Os critérios para a escolha dos genes a serem avaliados por PCR em tempo
real foram: (i) expressao modificada exclusivamente pelos tratamentos com
rosiglitazona ou GQ-16 e (ii) fungdo conhecida e relacionada com 0s processos

envolvendo adipogénese e fungédo do adipdcito.

5.6.1 Genes com Expressao Modificada Exclusivamente em Resposta ao

Tratamento com Rosiglitazona

Os genes com expressdao modificada exclusivamente pelo tratamento com a
rosiglitazona validados pela PCR foram: Cxcl1 (chemokine (C-X-C motif) ligand 1 -
ligante 1 da citocina CXC), Atf3 (activating transcription factor 3 - fator 3 de ativagéo
transcricional), Fgf10 (fibroblast growth factor 10 - fator 10 de crescimento de
fibroblasto), Fabpb (fatty acid binding protein 5 - proteina 5 de ligagdo ao acido
graxo), Ppargcia (peroxisome proliferative activated receptor, gamma, coactivator 1
alpha - coativador 1 alfa do receptor ativado por proliferadores peroxissomais gama)
e Hes1 (hairy and enhancer of split 1 — espesso e potencializador de divisao 1)
(Figura 17). Com excegao do Hes1, cuja expressao foi reprimida, a expressao de
todos os demais genes foi ativada pelo tratamento com rosiglitazona, mas nao

afetada pelo tratamento com o GQ-16.

Como mostra a tabela 3, os genes ativados pelo tratamento com a
rosiglitazona Fgf10, Ppargcia e Fabp5 estimulam a adipogénese e o acumulo
intracelular de lipideos. O gene Hes1, que inibe a diferenciagdo em adipdcitos, foi
reprimido, ao passo que o Cxcl1 (que codifica proteina com atividade pro-

inflamatdria) e o Aff3 (cujo produto € descrito na literatura como inibidor da
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adipogénese) também foram ativados.
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Figura 17. Genes com expressao modificada exclusivamente em resposta ao tratamento com
rosiglitazona. Genes que mostraram alteragdo na expressdo em resposta ao tratamento com
rosiglitazona e/ou GQ-16 =1,5 vezes e com valor de p < 0,05 foram analisados por PCR quantitativa
em tempo real. Os dados sao apresentados como vezes de ativagdo dos ligantes em relagédo ao
veiculo (DMSO). * p £0,05, ** p<0,01, ** p <0,001.
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Tabela 3 - Genes com expressdao modificada exclusivamente em resposta ao

tratamento com rosiglitazona.

Simbolo Nome Funcao

Cxcl1 Ligante 1 da citocina CXC Membro da familia de citocinas CXC que participa
(Chemokine (C-X-C motif) ligand do recrutamento e ativagao dos leucdcitos (230)
1)

Atf3 Fator 3 de ativagao transcricional Fator de transcricdo induzido por estresse
(Activating transcription factor 3) fisioldégico (231). Sua expresséo relaciona-se com

a inibicdo da adipogénese (232)

Fgf10 Fator 10 de crescimento de Membro da familia de fatores de crescimento de
fibroblasto  (Fibroblast growth fibroblastos que induz a adipogénese contribuindo
factor 10) para a expressdo de C/EBP[ (233). Seu nocaute

em animais reduziu a expressao de C/EBP3 e o
desenvolvimento do tecido adiposo branco (233)

Fabp5 Proteina 5 de ligagdo ao acido Proteina citoplasmatica que se liga a acidos
graxo (Fatty acid binding protein graxos de cadeia longa e participa da sua
5) captagao, transporte e metabolismo (230). Sua

inibicdo em pré- adipécitos reduziu a expressao
de PPARy e C/EBPa e a viabilidade celular (234)

Ppargc1a Coativador 1 alfa do receptor Coativador transcricional envolvido na biogénese
ativado por proliferadores mitocondrial (235). Sua expressdo em células
peroxissomais gama (peroxisome mesenquimais induziu marcadores de tecido
proliferative activated receptor, adiposo marrom e seu nocaute inibiu a
gamma, coactivator 1 alpha) diferenciagao (236)

Hes1 Espesso e potencializador de Fator transcricional que inibe a adipogénese tanto

divisédo 1 (hairy and enhancer of
split 1)

em células 3T3-L1 quanto em camundongos
(237) (238)

5.6.2 Genes com Expressao Modificada de Modo Similar em Resposta ao

Tratamento com Rosiglitazona e GQ-16

Os genes com expressdo modificada de forma similar em resposta ao
tratamento com rosiglitazona e GQ-16 também incluem genes ativados e reprimidos.
Os genes ativados por ambos os ligantes na avaliagdo pelo microarranjo,
subsequentemente validada pela PCR em tempo real, foram o Acaa1b (acetyl-
coenzyme A acyltransferase 1B - acetil coenzima A acetiltransferase 1B), Fgf21
(fibroblast growth factor 21 — fator 1 de crescimento de fibroblasto), Rbp7 (retinol
binding protein 7 - proteina 7 ligadora de retinol), Elovi3 (elongation of very long
chain fatty acids-like 3 - alongamento de acidos graxos de cadeia muito longa),
Gpd1 (glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 - glicerol 3 fosfato desidrogenase 1),
Irs2 (insulin receptor substrate 2 - substrato 2 receptor de insulina), Acox1 (acyl-
coenzyme A oxidase 1 - acil coenzima A oxidase 1), Lhfpl2 (lipoma HMGIC fusion

partner-like 2 - parceiro de fusdo de lipoma HMGIC), Krt23 (keratin 23 - queratina
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23) e St3gal6 (ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 6 - ST3 beta
galactosidade alfa 2,3 sialiltransferase 6) (Figura 18).

Os genes reprimidos foram o Lgals9 (lectin, galactose binding, soluble 9 -
lecitina soluvel 9 ligadora de galactose), Fn1 (fibronectin 1 - fibronectina 1), Dcn
(decorin — decorina,) Trp63 (transformation related protein 63 - proteina 63
relacionada a transformacgao), Rgs2 (regulator of G-protein signaling 2 - regulador 2
da proteina G sinalizadora), Insig2 (insulin induced gene 2 - gene 2 da insulina
induzida), Acsm3 (acyl-CoA synthetase medium-chain family member 3 - membro 3
da familia acil CoA sintetase de cadeia média), Vcam1 (vascular cell adhesion
molecule 1 - molécula 1 de adeséao celular vascular), Xdh (xanthine dehydrogenase -
xantina desidrogenase), Orm2 (orosomucoid 2 - orosomucoide 2), Lox (lysyl oxidase
- lisil oxidase), S100a8 (S100 calcium binding protein A8 - proteina A8 ligadora de
calcio S100) e Sic12a2 (solute carrier family 12, member 2 - membro 2 da familia de
carreadores solutos 12) (Figura 19 A). No grupo de genes reprimidos por ambos os
ligantes também foram incluidos os genes Ptigs (prostaglandin 12 synthase -
prostaglandina |12 sintase), Orm1 (orosomucoid 1 - orosomucoide 1), Hp (haptoglobin
- hepatoglobina) e Hspb1 (heat shock protein 1 - proteina 1 de choque térmico), que
mostraram ser reprimidos exclusivamente pela rosiglitazona no ensaio de
microarranjo, mas também foram reprimidos pelo GQ-16 na avaliagdo por PCR em

tempo real (Figura 19 B).

Como mostra a tabela 4, muitos dos genes ativados por ambos os ligantes
(Acaalb, Fgf21, Rbp7, Elovl3, Gpd1, Irs2 e Acox1) codificam proteinas envolvidas
no processo de adipogénese e no metabolismo lipidico e da glicose, enquanto os
genes Lhfpl2, Krt23 e St3gal6 possuem fungdo desconhecida ou até o momento néo

relacionada com a adipogénese ou fungao do adipdcito.

A tabela 5 mostra que muitos dos genes reprimidos por ambos os
tratamentos (Lgals9, Fn1, Trp63, Vcam1, Orm2, S100a8, Ptigs, Orm1, Hp e Hspb1)
estdo relacionados com a resposta inflamatéria. Alguns deles, incluindo o Lgals9,
Fn1 e Ptigs além do Rgs2 e Xdh, ja foram associados com obesidade e DM 2. Os
genes Insig2 e Ascm3, com expressao elevada durante a adipogénese e Lox e

Slc12a2, que assim como alguns genes ativados pela rosiglitazona, ndo possuem
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fungdo conhecida relacionada a adipogénese ou ao adipdcito, também foram

reprimidos.
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Figura 18. Genes com expressao aumentada em resposta ao tratamento com rosiglitazona e
GQ-16. Genes que mostraram alteragdo na expressdo em resposta ao tratamento com rosiglitazona
e/ou GQ-16 =1,5 vezes e com valor de p < 0,05 foram analisados por PCR quantitativa em tempo
real. Os dados s&o apresentados com vezes de ativagao em relagédo ao veiculo (DMSO). * p < 0,05,
**p<0,01, *** p<0,001.
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Tabela 4 - Genes com expressdo aumentada em resposta ao tratamento com

rosiglitazona e GQ-16.

Simbolo Nome Funcao

Acaalb Acetil coenzima A Enzima com propriedade aciltransferase que
acetiltransferase 1B (Acetyl- participa da oxidagdo peroxissomal dos acidos
Coenzyme A acyltransferase 1B)  graxos (239) (240)

Fgf21 Fator 21 de crescimento de Membro da familia de fatores de crescimento de
fibroblasto  (Fibroblast growth fibroblastos envolvido no metabolismo lipidico,
factor 21) homeostase da glicose e positivamente

relacionado com a sensibilidade insulinica (241).
Sua expressao relaciona-se com o)
amarronzamento do tecido adiposo branco (242)

Rbp7 Proteina 7 ligadora de retinol Membro da familia de proteinas de ligagdo ao

(Retinol binding protein 7) retinol relacionada com o metabolismo lipidico
(243). Sua expressdao relaciona-se com a
obesidade (244)

Elovi3 Alongamento de acidos graxos Enzima que estimula a adipogénese e o acumulo
de cadeia muito longa intracelular de lipideos (245)

(Elongation of very long chain
fatty acids-like 3)

Gpd1 Glicerol 3 fosfato desidrogenase Membro da familia glicerol-3-fosfato
1 (glycerol-3-phosphate desidrogenase que participa do metabolismo dos
dehydrogenase 1) carboidratos e dos lipideos (230)

Irs2 Substrato 2 receptor de insulina Proteina citoplasmatica que media os efeitos da
(Insulin receptor substrate 2) insulina (230). Estimula a diferenciagdo por

aumentar a expressédo do C/EBPa e PPARYy (246)

Acox1 Acil coenzima A oxidase 1 (Acyl- Membro da familia acetii coenzima A que

Coenzyme A oxidase 1) participa da beta oxidacdo de acidos graxos nos
peroxissomos (230). Sua expressao encontra-se
aumentada na adipogénese (247)

Lhfpl2 Parceiro semelhante 2 de Lipoma Proteina de fungdo desconhecida com expressao
HMGIC (Lipoma HMGIC fusion elevada em alguns tipos de cancer (230) (248)
partner-like 2)

Krt23 Queratina 23 (Keratin 23) Proteina com funcdo estrutural localizada nos

filamentos intermediarios (230)
St3gal6 ST3 beta galactosidade alfa 2,3 Enzima que transfere o acido sidlico (sializag&o)

sialiltransferase 6 (ST3 beta-
galactoside alpha-2,3-
sialyltransferase 6)

para glicolipideos e glicoproteinas (230)
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Figura 19. Genes com expressao diminuida em resposta ao tratamento com rosiglitazona e
GQ-16. (A) Genes regulados pela rosiglitazona e GQ-16 no microarranjo e (B) Genes que nao
mostraram ser regulados por GQ-16 no microarranjo, mas foram reprimidos na avaliagdo por PCR em
tempo real. Genes que mostraram alteragdo na expressdo em resposta ao tratamento com
rosiglitazona e/ou GQ-16 =1,5 vezes e com valor de p < 0,05 foram analisados por PCR quantitativa
em tempo real. Os dados sao apresentados como vezes de ativagdo dos ligantes em relagédo ao
veiculo (DMSO). * p £0,05, ** p<0,01, ** p <0,001.

Tabela 5 - Genes com expressao diminuida em resposta ao tratamento com

rosiglitazona e GQ-16.

Simbolo

Nome

Fungao

Lgals9

Fn1

Dcn

Trp63

Rgs2

Insig2

Lecitina soluvel 9 ligadora de
galactose  (Lectin,  galactose

binding, soluble 9)

Fibronectina 1 (Fibronectin 1)

Decorina (Decorin)

Proteina 63 relacionada a
transformacao (transformation

related protein 63)

Regulador 2 da proteina G

sinalizadora  (regulator
protein signaling 2)

Gene 2 da insulina
(Insulin induced gene 2)

of G-

induzida

Membro da familia das lecitinas relacionada com
a resposta inflamatéria (249). Sua concentragao
sérica encontra-se elevada em animais (250) e
humanos diabéticos (251)

Glicoproteina envolvida na migracao de células
inflamatdrias (230). Sua concentragdo plasmatica
correlaciona-se com a obesidade (252)
Proteoglicana relacionada a inibigdo da
proliferacdo de pré-adipdcitos (253). Atua como
um receptor para a resistina em células
mesenquimais (254)

Membro da familia p53 de fatores transcricionais
envolvido no desenvolvimento e resposta celular
ao estresse (230)

Membro da familia reguladora da proteina G
(230). Sua expressao encontra-se aumentada no
inicio e reduzida nos estagios finais da
adipogénese (255). O polimorfismo C1114G esta
associado a obesidade (256)

Proteina que bloqueia ativagdo de fatores que
regulam enzima lipoliticas (230). Sua expressao
encontra-se elevada na adipogénese (257). O
polimorfismo rs7566605 associa-se a obesidade
(258)
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Tabela 5 - Genes com expressao diminuida em resposta ao tratamento com

rosiglitazona e GQ-16.

Concluséao
Simbolo Nome Funcao
Acsm3 Membro 3 da familia acil CoA Enzima que participa da biossintese dos acidos

sintetase de cadeia média (Acyl-
CoA synthetase medium-chain
family member 3)

graxos (230). Sua expressao encontra-se elevada
na adipogénese (259)

Vcam1 Molécula 1 de adesdo celular Citocina pré-inflamatoéria relacionada ao
vascular (Vascular cell adhesion recrutamento de leucdcitos para o sitio
molecule 1) inflamatério (260). Esta relacionada ao

desenvolvimento da arteriosclerose (261) (262)
Xdh Xantina desidrogenase (Xanthine Membro da familia xantina desidrogenase
dehydrogenase) expressa no inicio da adipogénese e

correlacionada com aumento da massa adiposa
em camundongos (263)

Orm2 Orosomucoide 2 (Orosomucoid 2) Proteina inflamatéria da fase aguda (230) (264)

Lox Lisil oxidase (Lysyl oxidase) Enzima extracelular que promove a ligagao entre
colageno e elastina (230). Sua expressao €
elevada do inicio e reduzida no estagios finais da
adipogénese (265)

S$100a8 Proteina A8 ligadora de calcio Proteina envolvida na regulagdo do ciclo e
S100 (S7100 calcium binding diferenciagado celular que pode atuar como uma
protein A8) citocina proé-inflamatéria (230). Sua expresséo

relacionada com adiposidade visceral (266) e é
reprimida por agonistas de PPARYy (267)

Slc12a2 Membro 2 familia de carreadores Proteina que medeia o transporte e reabsorgao
solutos 12 (Solute carrier family de sédio e cloreto (230)

12, member 2)

Ptigs Prostaglandina 12 sintase Enzima que cataliza a conversdo da
(Prostaglandin 12 synthase) prostaglandina em prostaciclina (230). Sua

expressao encontra-se elevada no tecido adiposo
visceral (268)

Orm1 Orosomucoide 1 (Orosomucoid 1) Imunomodulador induzido por condigcbes de
estresse como infecgdes (230) (264)

Hp Hepatoglobina (Haptoglobin) Proteina que se liga a hemoglobina (230). Sua
expressdo aumenta no tecido adiposo em
resposta a processos inflamatdérios (269)

Hspb1 Proteina 1 de choque térmico Proteina do choque términco ou estresse,

(Heat shock protein 1)

envolvida na resposta celular ao estresse (230)
(270)

5.6.3 Genes com Expressao Modificada Exclusivamente em Resposta ao

Tratamento com GQ-16

Alguns genes com expressao modificada exclusivamente em resposta ao
tratamento com GQ-16, na avaliagdo por meio de microarranjo, também foram
avaliados por PCR em tempo real. Como mostra a figura 20, nenhum gene

selecionado foi validado como regulado somente pelo tratamento com GQ-16. A
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PCR mostrou que os genes Hbp1 (high mobility group box transcription factor 1 -
fator de transcricdo 1 do grupo de caixa de alta mobilidade), Ppom1/ (protein
phosphatase 1 - proteina fosfatase 1), Cyb5r4 (cytochrome b5 reductase 4 -
citocromo b5 redutase 4), Ptp4a2 (protein tyrosine phosphatase 4a2 - proteina
tirosina fostatase 4a2), Gulp1 (engulfment adaptor PTB domain containing 1 -
adaptador de englobamento contendo dominio PTB 1) e Phf20l/1 (PHD finger protein
20-like - proteina dedo 20 PHD) foram reprimidos por ambos os ligantes,
rosiglitazona e GQ-16. Com excecao dos Ppm1l e Cybbr4, nenhum dos genes
avaliados tem relagcdo conhecida com a adipogénese ou fung¢ao adipocitaria (Tabela
6).
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Figura 20. Genes com expressao modificada exclusivamente em resposta ao tratamento com
GQ-16 no microarranjo, mas modificada também pela rosiglitazona na avaliagao por PCR em
tempo real. Genes que mostraram alteragdo na expressdo em resposta ao tratamento com
rosiglitazona e/ou GQ-16 21,5 vezes e com valor de p < 0,05 foram analisados por PCR quantitativa
em tempo real. Os dados sao apresentados como vezes de ativagdo dos ligantes em relagédo ao
veiculo (DMSO). * p £0,05, ** p<0,01, ** p <0,001.
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Tabela 6 - Genes com expressdao modificada exclusivamente em resposta ao

tratamento com GQ-16 no microarranjo,

na avaliacdo por PCR em tempo real.

mas modificada também pela rosiglitazona

Simbolo Nome Fungao

Hbp1 Fator de transcricdo 1 do grupo Proteina inibidora do ciclo celular (230)
de caixa de alta mobilidade (High
mobility group box transcription
factor 1)

Ppm1] Proteina fosfatase 1 (profein Proteina com atividade fosfatase envolvida em
phosphatase 1 (formerly 2C)-like)  varios processos celulares (230) e associado a

obesidade (271)

Cyb5r4 Citocromo b5 redutase 4 Proteina com atividade redutase (230). Sua

(cytochrome b5 reductase 4) mutacédo e delegéo relaciona-se a lipodistrofia e
diabetes (272) (273)

Ptp4a2 Proteina tirosina fostatase 4a2 Proteina da classe das tirosinas fosfatases que
(Protein  tyrosine phosphatase atuam como moléculas sinalizadoras envolvidas
4a2) em varios processos celulares (230)

Gulp1 GULP, adaptador de Proteina envolvida na apoptose e transporte de
englobamento  dominio PTB lipideos (230)
contendo 1 (GULP, engulfment
adaptor PTB domain containing
1)

Phf2011 Proteina dedo 20 PHD (PHD Molécula ligadora de ions e proteinas com fungéo

Finger protein 20-like 1)

desconhecida in vivo (230)

5.6.4 Genes com Expressao Modificada de Modo Oposto em Resposta

ao Tratamento com Rosiglitazona e GQ-16

Entre os genes que apresentaram resposta oposta ao tratamento com

rosiglitazona e GQ-16 no microarranjo, apenas dois, Gyk (glycerol kinase - glicerol

quinase) e Tnfrsf21 (tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12a -

membro 12a da familia de receptores do fator de necrose tumoral), mostraram ser

responsivos a pelo menos um dos tratamentos na avaliagdo por PCR em tempo real.

Ambos foram ativados exclusivamente pela rosiglitazona (Figura 21). Nenhum gene

exibindo resposta oposta ao tratamento com rosiglitazona e GQ-16 no microarranjo

foi validado por PCR em tempo real. Como mostra a tabela 7, Gyk esta

positivamente relacionado com a adipogénese e o Tnfrsf12a com o processo

apoptaético.
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Figura 21. Genes com expressdao modificada de modo oposto em resposta ao tratamento com
rosiglitazona e GQ-16 no microarranjo, mas modificada exclusivamente pela rosiglitazona na
avaliagdo por PCR em tempo real. Genes que mostraram alteragdo na expressdo em resposta ao
tratamento com rosiglitazona e/ou GQ-16 =1.5 vezes e com valor de p £ 0,05 foram analisados por
PCR quantitativa em tempo real. Os dados sao apresentados como vezes de ativagdo em relagdo ao
veiculo (DMSO).*** p <0,001.

Tabela 7 - Genes com expressdo modificada de modo oposto em resposta ao
tratamento com rosiglitazona e GQ-16 no microarranjo, mas modificada

exclusivamente pela rosiglitazona na avaliacdo por PCR em tempo real.

Simbolo Nome Funcao
Gyk Glicerol quinase (Glycerol Enzima chave na regulagdo da captagdo e
kinase) metabolismo do glicerol (230). Esta positivamente

relacionada com a adipogénese (274)
Tnfrsf12a Membro 12a da familia de Membro da familia de receptores do fator de
receptores do fator de necrose necrose tumoral relacionado com o processo
tumoral (tumor necrosis factor apoptoético (230)
receptor superfamily, member
12a)
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5.7 EFEITOS DE CONCENTRACOES CRESCENTES DE GQ-16 SOBRE A
EXPRESSAO GENICA EM ADIPOCITOS MADUROS

A seguir, o efeito do GQ-16 nas concentracdes de 10° a 10° M foi avaliado
em adipécitos maduros. Para essa avaliagdo, foram selecionados alguns genes
ativados ou reprimidos na avaliagdo por microarranjo e validados pela PCR em
tempo real. Como mostrado nas figuras 22 e 23, o tratamento com GQ-16 exerceu
efeito tanto ativador quanto repressor da expressdo génica somente na
concentragdo mais elevada (10° M), diferente da rosiglitazona, que mostrou efeito

significativo mesmo nas menores concentragoes.
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Figura 22. Efeito de concentrag6es crescentes de GQ-16 e rosiglitazona sobre a expressao de
genes ativados, em adipécitos maduros. Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em
adipdcitos com insulina 167 nM, dexametasona 1 yM e isobutilmetilxantina 0,5 mM por 72 horas,
mantidas em meio de cultura com insulina 167 nM e dexametasona 1 uM por 4 dias adicionais e
tratadas com DMSO, rosiglitazona ou GQ-16 nas concentragdes de 10%a 10°M por 24 horas. Apds
o tratamento as células foram coletadas e a expressao do RNAm do Acca1b, Fgf21, Olr1 e Elovi3 foi
avaliada por PCR quantitativa em tempo real. Os dados sdo apresentados como vezes de ativagao
dos ligantes em relagao ao veiculo (DMSO). ** p <0.01, *** p < 0.001.
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Figura 23. Efeito de concentragoes crescentes de GQ-16 e rosiglitazona sobre a expressao de
genes reprimidos, em adipoécitos maduros. Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em
adipocitos com insulina 167 nM, dexametasona 1 uM e isobutilmetilxantina 0,5 mM por 72 horas,
mantidas em meio de cultura com insulina 167 nM e dexametasona 1 uM por 4 dias adicionais e
tratadas com DMSO, rosiglitazona ou GQ-16 nas concentracdes de 10%a 10°M por 24 horas. Apos
o tratamento as células foram coletadas e a expressdo do RNAm do Lox, Vcam1, Dcn e Lgals9 foi
avaliada por PCR quantitativa em tempo real. Os dados sdo apresentados como vezes de ativagao
dos ligantes em relagéo ao veiculo (DMSO). * p 0,05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

5.8 EFEITO COMPARATIVO DO GQ-16 E OUTROS AGONISTAS PARCIAIS
DO PPARY SOBRE A EXPRESSAO GENICA EM ADIPOCITOS MADUROS

O efeito do GQ-16 sobre alguns genes ativados ou reprimidos na avaliagao
por microarranjo e validados por PCR em tempo real também foi comparado ao de
outros agonistas parciais de PPARy. Como mostrado nas Figuras 24 e 25, GQ-16
possui efeito similar ao dos agonistas parciais MRL24 e SR1664 sobre a expressao

dos genes avaliados, tanto sobre os ativados quanto os reprimidos.
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Figura 24. Comparacado do efeito do GQ-16, MRL24 e SR1664 sobre a expressao de genes
ativados, em adipécitos maduros. Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipdcitos
com insulina 167 nM, dexametasona 1 yM e isobutilmetilxantina 0,5 mM por 72 horas, mantidas em
meio de cultura com insulina 167 nM e dexametasona 1 pyM por 4 dias adicionais e tratadas com
DMSO, rosiglitazona 107 M, GQ-16 10° M, MRL24 10° M ou SR1664 10°M por 24 horas. Apds o
tratamento as células foram coletadas e a expressdo do RNAm do Acaa1b, Fgf21, OIr1 e ElovI3 foi
avaliada por PCR quantitativa em tempo real. Os dados sédo apresentados como vezes de ativagao
dos ligantes em relagdo ao veiculo (DMSO). * p<0,5, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Figura 25. Comparacao do efeito do GQ-16, MRL24 e SR1664 sobre a expressao de genes
reprimidos, em adipdcitos maduros. Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em
adipécitos com insulina 167 nM, dexametasona 1 uM e isobutilmetilxantina 0,5 mM por 72 horas,
mantidas em meio de cultura com insulina 167 nM e dexametasona 1 uM por 4 dias adicionais e
tratadas com DMSO, rosiglitazona 107 M, GQ-16 10° M, MRL24 10° M ou SR1664 10° M por 24
horas. Apds o tratamento as células foram coletadas e a expressao do RNAm do Dcn, Orm2, Vcam1,
Lox, Lgals9 e Hp foi avaliada por PCR quantitativa em tempo real. Os dados s&do apresentados com
vezes de ativagao dos ligantes em relagdo ao veiculo (DMSO). * p £0,5, ** p £0,01, *** p < 0,001.
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5.9 EFEITO DA MUTAGCAO C285S SOBRE A ATIVAGCAO DO PPARY

Considerando que o GQ-16, assim como alguns lipideos enddgenos fazem
ligacdo covalente com a cisteina 285 do PPARy (160) e que essa ligagcao é
fundamental para a atividade transcricional do PPARy mediada por esses
compostos (161) (162), decidiu-se investigar o papel dessa ligagdo na atividade do
PPARYy induzida pelo GQ-16.

Para tanto, foi realizada a substituicdo da cisteina 285 por uma serina
(C285S) no plasmideo quimérico GAL4-PPARYy, que foi utilizado em ensaios de

transfeccao transiente e gene reporter.

Nesse ensaio, células HelLa foram transfectadas com cDNA do PPARy
selvagem (GAL4-PPARYy), utilizado como controle positivo, ou com o cDNA do
PPARy com a mutagdo C285S (GAL4-PPARyC285S) e tratadas com rosiglitazona

(controle positivo) ou GQ-16 na concentragéo de 10 uM por 24 horas.

Como mostrado na Figura 26, a mutagdo C285S aboliu a atividade
transcricional do PPARYy induzida pelo GQ-16, mas a resposta ao tratamento com a

rosiglitazona nao foi alterada.
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Figura 26. Ensaio de transfeccdo e gene reporter com o GAL4-PPARyC285S. Células Hela
foram transfectadas com os plasmideos contendo o cDNA do GAL4-PPARy ou o cDNA do GAL4-
PPARy C285S, o elemento responsivo GAL4 fusionado ao gene repérter da luciferase e o gene
reporter da renilla luciferase e tratadas com DMSO (veiculo, controle negativo), rosiglitazona ou GQ-
16 10 uM durante 24 horas. A atividade da luciferase foi normalizada pela atividade da renilla
luciferase e representada como porcentagem de ativagdo do plasmideo com a mutagdo comparada
com a do plasmideo selvagem (considerada 100%). A figura representa os resultados de trés
experimentos independentes em ftriplicata.
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6 DISCUSSAO

O GQ-16 pertence a uma classe de agonistas parciais de PPARy com
eficiente atividade sensibilizadora da insulina e que néo esta associada aos efeitos

adversos de ganho de peso e edema induzidos pelo uso das TZDs (28).

Nos ensaios de gene reporter com células Hela, GQ-16 induziu
aproximadamente um terco da ativagdo maxima induzida pela rosiglitazona,
corroborando com o estudo de Amato e colaboradores, no qual o GQ-16 apresentou
atividade agonista parcial no PPARy, em células U937, além de ter apresentado
menor afinidade pelo receptor. (28). O reduzido efeito adipogénico do GQ-16
previamente mostrado por Amato e colaboradores (28) também foi confirmado. Em
células 3T3-L1, o tratamento com GQ-16 induziu menor acumulo intracelular de

lipideos comparado com a rosiglitazona.

Objetivando melhor compreenséo dessa caracteristica do GQ-16, realizou-se
a avaliagcdo da expressao de genes envolvidos na adipogénese, durante o processo
de diferenciagdo. Os resultados revelaram que o reduzido potencial adipogénico
esta, provavelmente, relacionado a menor ativagdo de genes relacionados com a

diferenciacéo.

O tratamento com GQ-16 durante o processo de adipogénese induziu de
forma menos intensa a expressao dos genes Cebpa, (que, juntamente com o Ppary
€ responsavel pela aquisicao do fendétipo maduro do adipdcito (275)) e da Adipoq
Fabp4 e Lpl, que estdo positivamente relacionados com a adipogénese e
diretamente envolvidos no metabolismo lipidico e da glicose e acumulo intracelular
de lipideos (276) (277) (278).

Embora a atividade do GQ-16 tivesse sido anteriormente avaliada por Amato
e colaboradores por meio de ensaios de transativagao e de adipogénese em cultura
de células, seu efeito sobre a expressdo de um conjunto de genes relacionados a
funcao das células adiposas nao havia sido explorado. Além disso, em seu trabalho,
Amato e colaboradores mostraram que o GQ-16 exerce sua atividade

sensibilizadora da insulina sem induzir ganho de peso relacionado a edema ou
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desenvolvimento da massa adiposa. Dessa forma, o presente trabalho também tem

por objetivo contribuir para a compreensao desses efeitos observados in vivo.

A investigacdo dos efeitos do GQ-16 em adipocito maduros, foco desse
trabalho, foi iniciada com a avaliagdo da expressao dos mesmos genes investigados
no processo de diferenciacdo, ou seja, Ppary, Cebpa Fabp4 e Lpl. Os resultados
dessa avaliagdo mostraram que, nesse contexto, tanto a rosiglitazona quanto o GQ-

16 exerceram pouco ou nenhum efeito sobre a expressao desses genes.

Interessantemente, a expresséo do Ppary foi reprimida de forma significativa
pela rosiglitazona, resultado também encontrado por Wang e colaboradores, que
trataram adipécitos 3T3-L1 completamente diferenciados com rosiglitazona por 48
horas (279). Nesse trabalho, também foi observada reducdo do conteudo lipidico
dos adipécitos, sugerindo que a rosiglitazona poderia exercer um efeito lipolitico em
células completamente diferenciadas (279). Esse aspecto que nao foi avaliado

nesse trabalho.

Considerando o reduzido efeito observado pelo tratamento com a
rosiglitazona e o GQ-16 em adipdcitos maduros, decidiu-se investigar o efeito do
GQ-16 sobre a expressao do OIr1, gene que codifica o receptor de lipoproteina
oxidada 1, pouco expresso em adipocitos maduros em condi¢gdes basais, mas

altamente induzido pelo tratamento com rosiglitazona (229).

Em concordancia com o descrito na literatura, a rosiglitazona aumentou a
expressao do OIr1 mais de 10 vezes apos 24 horas de tratamento, enquanto o GQ-
16 induziu 2,6 vezes. A avaliagdo da expressao apods 6, 12, 24, 36 e 48 horas de
tratamento permitiu observar que a rosiglitazona induz um aumento progressivo na
expressao desse gene, mais pronunciado nas primeiras 12 horas, enquanto o GQ-

16 induz uma expressao constante ao longo do tempo.

Apos essas analises iniciais, realizou-se a avaliagado do perfil de expressao
génica modulado pelo tratamento com GQ-16 em adipécitos 3T3-L1 por meio da
técnica de microarranjo. Para definicdo do tempo de tratamento, utilizou-se com
referéncia o padrdo de expressdo do OIr1. Como a expressao induzida pelo

tratamento com GQ-16 foi constante, com um pequeno pico de ativagdo nao
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significativo com 12 horas, optou-se por realizar o tratamento dos adipdcitos por um
periodo de 24 horas. Foram considerados diferentemente regulados pelos
tratamentos, os genes cuja expressao foi alterada, positiva ou negativamente, mais

ou 1,5 vezes e com o vapor de p maior ou igual a 0,05.

Foram identificados 1156 genes com expressao diferencialmente induzida
pelo tratamento com rosiglitazona e 89 pelo tratamento com GQ-16. Para melhor
analise desses resultados, esses genes foram agrupados em quarto categorias: (i)
genes regulados exclusivamente pelo tratamento com rosiglitazona, (ii) genes
regulados exclusivamente pelo tratamento com GQ-16, (iii) genes regulados de
forma similar pelo tratamento com rosiglitazona e GQ-16 e (iv) genes que mostraram
respostas opostas ao tratamento com rosiglitazona e GQ-16. A validagédo do
resultado do microarranjo por PCR em tempo real ndo confirmou, contudo, a
existéncia de genes pertencentes as duas ultimas categorias, ou seja, regulados
exclusivamente pelo tratamento com GQ-16 ou que mostraram respostas opostas
ao tratamento com rosiglitazona e GQ-6. Os genes inicialmente identificados como
responsivos exclusivamente ao GQ-16 foram, na avaliagado por PCR, regulados de
forma similar por ambos os ligantes e entre os que mostraram respostas opostas,
apenas dois, Gyk e Tnfrsf12a, responderam a pelo menos um dos tratamentos, no

caso, foram ativados pela rosiglitazona.

A identificagdo, no microarranjo, de genes com expressao diferencialmente
induzida pelo tratamento com rosiglitazona e GQ-16, ndo validada pela PCR em
tempo real deve-se, provavelmente, a limitagdes na técnica de microarranjo. O
microarranjo € uma ferramenta que permite avaliar a expressao muitos genes
simultaneamente, mas possui limitagdes relacionadas, entre outros aspectos, a
quantidade de sondas de um determinado gene no chip, existéncia de variantes na
amostra que podem n&o encontrar sondas correspondentes e ocorréncia de ligacdes

inespecificas entre os oligonucleotideos da amostra e os do chip de DNA (280).

No caso especifico dos genes inicialmente identificados como regulados
exclusivamente pelo tratamento com GQ-16, a avaliagdo dos dados originais
(apéndice C) revela que, em muitos casos, a diferengca na expressao promovida
pelos dois tratamentos foi pequena. Dessa forma, eles ndo foram identificados como

regulados também pela rosiglitazona porque n&o atenderam ao critério de alteragao
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maior ou igual a 1,5 vezes na expressao, valor de p maior ou igual a 0,05 ou ambos

os critérios.

Para fins de analise da funcédo bioldgica, os genes validados por meio da
PCR em tempo real podem ser incluidos em apenas duas categorias: (i) genes
regulados exclusivamente pelo tratamento com rosiglitazona e (ii) genes regulados

de forma similar pelo tratamento com rosiglitazona e GQ-16.

Entre os genes que responderam exclusivamente ao tratamento com
rosiglitazona, o Fgf10 (233), Ppargc1a (236), Fabp5 (234) e Gyk (274), que estéao
positivamente relacionados com a adipogénese, foram ativados, enquanto o Hes7,
que codifica um fator transcricional relacionado com a inibicdo da adipogénese in
vitro e in vivo, foi reprimido (237) (238). Esses resultados estdo de acordo com o

grande potencial adipogénico exibido pela rosiglitazona.

Curiosamente, também foram ativados os genes Cxcl1, que codifica uma
citocina pro-inflamatoéria envolvida no recrutamento e ativacdo dos neutréfilos (281),
Atf3, um fator de transcri¢do induzido por estresse fisioldgico (231) que inibe a
adipogénese (232) e o Tnfrsf12a, que codifica um receptor do TNF relacionado com

0 processo apoptotico (230).

O efeito da rosiglitazona e GQ-16 sobre a expresséo do Cxcl1 pode estar
relacionado a capacidade do PPARy ativado se ligar a proteinas correpressoras,
deixando “livre“ o promotor dos genes inflamatdrios, que sao entdo transcritos. Um
estudo em que a expressado dos correpressores transcricionais GPS2 e SMRT foi
reprimida em culturas de adipocitos humanos, observou-se aumento da expressao
de proteinas inflamatdrias relacionadas a obesidade como a IL-8, MCP-1 e CXCLA1
(282). Por outro lado, esse mecanismo n&o parece estar relacionado com a ativagéo
do Atf3 pela rosiglitazona e GQ-16. Esse fator transcricional interage com o PPARy
reprimindo sua atividade transcricional e prevenindo sua ligagdo ao promotor de
genes importantes para a adipogénese como o Fabp4 (283). Contudo, uma vez
induzido por LPS o ATF3, reprimiu a expressdo do TNFa em macrofagos, exercendo
um efeito antiinflamatério (284). Nenhum estudo em que agonistas de PPARy
influenciaram a expressdo do Tnfrsf12a foi encontrado. Sua expressdo foi

correlacionada com a obesidade morbida (285).
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Os genes regulados de forma similar pelo tratamento com rosiglitazona e GQ-
16 também incluem genes ativados e genes reprimidos. Entre os genes ativados, a
maioria esta envolvida no processo de adipogénese e com o metabolismo lipidico e
ou da glicose, como o Acaa1b (239) (240), Fgf21 (241) (286) (287) Rbp7 (243),
Elovi3 (245), Gpd1 (288), Irs2 (246) (289) (290) e o Acox1 (247). Acaalb (291),
Fgf21 (292) (293) (294), Rbp7 (243), Elovi3 (245), Gpd1 (288) e Irs2 (295), ja foram
descritos com alvos diretos de PPARYy induzidos em adipécitos isolados ou no tecido

adiposo branco em resposta a agonistas desse receptor.

Entre os genes reprimidos, a maioria esta relacionada com a resposta
inflamatoria, obesidade e diabetes. Foram reprimidos Orm1 e Orm2, que codificam
proteinas inflamatérias da fase aguda (264) induzidas pelo tratamento com as
interleucinas 1 e 6 (296), além do Hp, cuja expressdao aumenta no tecido adiposo em
resposta a processos inflamatorios (269). Também foram reprimidos Trp63 (230),
membro da familia p53 de fatores transcricionais, e Hspb1 (230) (270), que codifica
a proteina 1 de choque térmico, envolvidos na resposta celular ao estresse. O gene
Dcn, que codifica a decorina, proteoglicana relacionada a obesidade e DM2 (297)
recentemente descrita como receptor para a resistina em células mesenquimais

(254), também foi reprimido por ambos os ligantes.

Genes com expressao associada a disturbios metabodlicos também foram
reprimidos. Xdh (263) e Ppm1l (271) ja4 foram associados a obesidade. Lgals9
correlaciona-se com a obesidade (252) e encontra-se aumentado tanto em animais
(250) quanto em humanos diabéticos (251). Fn1 estad envolvido na migracao de
células inflamatdrias (230) e também correlaciona-se com a obesidade (252), sendo
estimulado pelo TNF-a (298) e reprimido em resposta ao tratamento com

rosiglitazona (299).

Os genes Vcam1 (300), S100a8b (266) e Ptgis (268), com expressao elevada
no tecido adiposo visceral de humanos saudaveis (Pfgis) e obesos (Vcam1 e
S100a8b) também foram reprimidos por ambos os ligantes. Vcam1 codifica uma
proteina envolvida no recrutamento de leucdcitos para o sitio inflamatério (260) e
com o desenvolvimento da arteriosclerose (261) (262). S100a8b codifica uma
proteina que pode atuar como citocina proé-inflamatéria (230) e Ptgis, uma enzima

que catalisa a conversdo da prostaglandina em prostaciclina (230).
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Curiosamente, genes com expressao elevada na adipogénese como Insig2
(257) e Acsm3 (259) também foram reprimidos. Acms3 codifica uma enzima que
participa da biossintese dos acidos graxos (230) e Insig2, uma proteina do reticulo

endoplasmatico cujo polimorfismo rs7566605 esta associado a obesidade (258).

Alguns genes com expressdo aumentada no inicio e reduzida ao final da
adipogénese também foram reprimidos pelo tratamento do adipdcito 3T3-L1 maduro
com rosiglitazona e GQ-16. Embora n&o existam estudos com essa abordagem, a
repressao de genes como o0 Rgs2 (255) e Lox (265), na célula diferenciada, pode ser
importante para a manutencao do fenétipo e das fungdes do adipdcito maduro. Da
mesma forma, € possivel que a repressao do gene Hbp1, que codifica um inibidor do
ciclo celular (230), e do Gulp1, envolvido no processo apoptético (230), possa ter

algum significado fisioldgico no adipécito maduro.

Os genes Lhipl2, Krt23, Sic12a2, Ptp4a2 e Phf20/1 foram diferencialmente
regulados no microarranjo pelo tratamento com rosiglitazona ou GQ-16, e este
comportamento foi validado pela PCR em tempo real. Entretanto, n&o foi
encontrada, na literatura pesquisada, relagdo da fungao dos produtos destes genes

com a adipogénese ou fungao adipocitaria.

O resultado da validagdo dos dados do microarranjo foi consistente com a
ideia de que o GQ-16 induz de forma pouco intensa a expressdao de genes
regulados positivamente pelo PPARy. Nao foram identificados genes altamente
responsivos ao tratamento com GQ-16. De forma similar, foram identificados poucos
genes que responderam com intensidade semelhante ao tratamento com
rosiglitazona e GQ-16, como o Irs2 e Acox1. Por outro lado, o GQ-16 mostrou um
eficiente efeito repressor sobre a expressao de varios genes. Foram validados varios
genes proporcionalmente reprimidos pelo tratamento com a rosiglitazona e GQ-16

como Fn1, Dcn, Insig2 e Acsm3, por exemplo.

O reduzido efeito do GQ-16 sobre a atividade transcricional de genes
regulados positivamente pelo PPARy pode estar relacionado ao recrutamento
menos eficiente de coativadores transcricionais, como foi mostrado por Amato e
colaboradores (28). Além disso, os genes ativados pelo GQ-16 podem ser sensiveis

a outros mecanismos de ativacdo PPARy dependentes, incluindo bloqueio da
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fosforilagdo da serina 273 (224) (301) e liberacao de correpressores transcricionais
(274).

Por outro lado, os mecanismos pelos quais o GQ-16 exerce eficiente
regulacdo negativa da atividade transcricional de alguns genes n&o € tao claro.
Enquanto a rosiglitazona reprime genes pro-inflamatérios por promover a
sumoilagdo do PPARYy e sua ligagdo a correpressores transcricionais no promotor
desses genes (143), n&o esta claro se o GQ-16 promove esse tipo de regulagédo
negativa ou se outros mecanismos como a inibicdo da atividade do fator

transcricional NF-kB (302) (303) podem estar associados a sua agao repressora.

O efeito do GQ-16 sobre alguns genes regulados nos adipécitos também foi
comparado ao de dois outros agonistas parciais de PPARy, o MRL24 e o SR1664.
Semelhante ao GQ-16, esses compostos bloqueiam a fosforilagdo do PPARy
mediada pela Cdk5 (28) (224) (202). Em cultura de células, assim como o GQ-16,
SR1664 apresentou reduzido efeito adipogénico e induziu de forma pouco intensa a
expressdao de genes envolvidos no processo de diferenciacdo em adipdcitos (28)
(224). Em modelos animais, os trés compostos mostraram efeito semelhante no
aumento da sensibilidade a insulina e diferentemente do agonista total rosiglitazona,
ndo induziram ganho peso associado a retencao de liquido ou acumulo de gordura
(28) (224) (223).

A avaliagdo da estrutura desses compostos sugere que essas semelhancgas
provavelmente ndo estao relacionadas ao modo de ligagao ao LBD do PPARYy, pois
enquanto o GQ-16 e MRL24 adotam posicao vertical mas n&o idénticas (28) (202), o
SR1664 ocupa posigao transversal, semelhante a da rosiglitazona (224). Além disso,
enquanto o GQ-16 e o MRL24 estabilizam a hélice 12 de forma semelhante a
rosiglitazona (28) (202), o SR1664 né&o estabiliza essa hélice e além disso, aumenta
a mobilidade da hélice H11 (224).

A reanalise da estrutura cristalografica do GQ-16 ligado ao LBD do PPARYy
mostrou a possiblidade de formacgédo de uma ligagdo covalente com a cisteina 285,
semelhante a alguns ligantes naturais desse receptor (304). Essa ligacao e sua
importancia para a habilidade de ativagdo do PPARYy pelo GQ-16 foram confirmadas

pela mutagdo dessa cisteina, que levou a abolicdo do efeito ativador do GQ-16,
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como mostrado ensaio de gene reporter. Contudo, essa ligagdo covalente nao
parede ser a responsavel pelos efeitos do GQ-16 nos genes avaliados, pois
considerando o modo de ligagédo ao LBD do PPARy, o MRL24 n&o se liga a essa

cisteina (anexo A), mas regulara os genes avaliados de forma similar ao GQ-16.

Dessa forma, acredita-se que os efeitos que esses compostos apresentam
sobre a sensibilidade insulinica esteja relacionada basicamente a duas
propriedades. Em primeiro lugar, o agonismo parcial promove menor indugao de
genes associados a obesidade e resisténcia a insulina, provavelmente associada a
menor capacidade de recrutar coativadores transcricionais (28) (224) (305). Em
segundo lugar, os agonistas parciais bloqueiam a fosforilagdo do PPARYy na serina
273 de forma semelhante os agonistas totais (28) (202), o que representa uma
possivel explicacdo para a observagdao de que ambos os tipos de agonistas

apresentem efeitos comparaveis em modelos de resisténcia insulinica e diabetes.

O fato do GQ-16 reprimir de forma tado eficiente um grupo de genes
relacionados a obesidade, inflamacdo e DM 2 sugere que esse efeito deveria ser
explorado em um contexto onde a sensibilidade sistémica a insulina pudesse ser
avaliada. A resisténcia a insulina esta associada a inflamagdo que por sua vez
relaciona-se ao desenvolvimento tecido adiposo e os ligantes de PPARy podem
reverter essa inflamacao através da repressdo de genes pré-inflamatorios em
adipdcitos (306) (307), macréfagos (308) (309) e outras células do sistema imune
(310). Embora esse estudo nao tenha sido conduzido na presenga de estimulos
inflamatorios, a comparagao com dados da literatura fornece subsidios para afirmar
que muitos dos genes reprimidos estdo envolvidos no processo inflamatério

relacionado a obesidade.

Analisados em conjunto, esses resultados podem ser importantes para a
compreensdo de como o GQ-16 e outros agonistas parciais de PPARy podem
influenciar o inicio e estabelecimento da inflamacéo no tecido adiposo. Além disso,
eles contribuem para a nova concepgao de que o ganho de peso associado ao
agonismo total n&o é realmente necessario para o efeito sensibilizador da insulina e
que o efeito anti-inflamatdrio, resultado da ativagdo do PPARy no tecido adiposo

provavelmente desempenha um papel crucial nesse processo.
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7 SINTESE DOS RESULTADOS

GQ-16 apresentou atividade agonista parcial em PPARYy.

GQ-16 promoveu acumulo de lipideos, em células 3T3-L1, significativamente

menor quando comparado a rosiglitazona.

GQ-16 induz de forma menos intensa, comparado a rosiglitazona, a
expressao de genes relacionados a adipogénese, durante o processo de

diferenciacéo.

Semelhante a rosiglitazona, GQ-16 apresentou pouco ou nenhum efeito sobre

a expressao de genes relacionados a adipogénese, em adipdcitos maduros.

GQ-16 induziu a expressao do RNAm do OIr1 de forma menos intensa

quando comparado a rosiglitazona, porém de forma constante ao longo do tempo.

GQ-16 promoveu, em adipécitos maduros, a ativagdo de genes relacionados
ao metabolismo lipidico e da glicose, de forma menos intensa quando comparado a

rosiglitazona.

GQ-16 promoveu, em adipécitos maduros, a repressao de genes

relacionados ao processo inflamatdério, de forma similar a rosiglitazona.

GQ-16 exerceu efeito ativador ou repressor da expressao génica somente na

concentracao de 10uM (maior concentragéo utilizada).

GQ-16 apresentou efeito similar ao do MRL24 e SR1664 sobre a expresséo

dos genes avaliados (ativados e reprimidos).

A ligagéo covalente entre 0 GQ-16 e a cisteina 285 do PPARYy é fundamental
para a atividade transcricional do PPARy mediada pelo GQ-16, que foi abolida pela

mutacao desse aminoacido.



83

8 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que, em adipécitos maduros como o 3T3-L1,
agonistas parciais como o0 GQ-16, embora modulem a expressao génica de forma bem
diferenciada da rosiglitazona, promovem a repressdo da transcricdo de genes
inflamatérios regulados pelo PPARYy, de forma similar a rosiglitazona, sem induzir a
expressao de genes relacionados a adipogénese. Esses achados podem explicar, em
parte, os efeitos do GQ-16 em camundongos submetidos a dieta rica em lipideos, onde
esse ligante melhorou a sensibilidade a insulina, sem promover ganho de peso. Novos
estudos sdo necessarios para analisar se as semelhancgas entre a regulacao negativa
da transcricdo promovida pelo GQ-16 e rosiglitazona, no tecido adiposo, estdo

envolvidos no efeito terapéutico do GQ-16.
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Gene Primer Forward (5’- 3’) Primer Reverse (3’ - 5°)

Acaalb  CAG GAC GTG AAG CTAAAG CCT  CTC CGA AGT TAT CCC CAT AGG AA
Acms3  CTT TGG CCC CAG CAG TAGATG ~ GGC TGT CAC TGG CAT ATT TCA T
Acox1 GCA GGA GCG TTT CTT CAT GC CGA AGA TGA GTT CCA TGA CCC A
Atf3 AGA GTG CCT GCA GAAAGA GTC  GAG GTT CCT CTC GTC TTC CG
Adipog  GTT CCC AATGTACCCATTCGC  TGC TGC CGT CAT AAT GAT TCT
Cebpa GCG GGA ACG CAA CAA CAT C GTC ACT GGT CAA CTC CAG CAC
Cxcl1 AGA CCA TGG CTG GGA TTC AC AGT GTG GCT ATG ACT TCG GT
Cyb5r4  CCG GAA CAG GAT TCA CAC CA TCA CCT TCC TGA GAC TGG ACA
Elovi3 TGC CAT CTA CAC GGA TGAC G CCG TGT CTC CCA GTT CAA CAA
Den TCA CAG AAG CGG TAA CGA GC TCA TGT ATT TTC ACG ACC TTC TGA
Fabp4 ATCAGCGTAAATGGGGATTTG GTCTGCGGTGATTTCATCGAA
Fabp5 %A AAGAGCTAG GAGTAG GAC 16 710G GTT TTG ACC GTG ATG
Fgf21 GTG TCA AAG CCT CTAGGT TTCTT  GGT ACA CAT TGT AAC CGT CCT C
Fn1 CTG CGC TCC ATT CCA CCT TA GGT CGT ACA CCC AGC TTG AA
Gpd1 CCT TGT GGA CAA GTT CCC CTT  GAC AGT CCT GAT GAC GGG TG
Gulp1 AGC CAG GGG TAC TGG GTATTA  TCA GGC GTA TGC ATC CAT GT
Gyk GTC ACA ATG GAG CGG TTT GAA  TTA TGG GAT ACC ACT TTC TGG AG
Insig2 TGA GCT GGA CTA GCT TGC TT GGG ACC TAC CAG AAA TCC TTC A
Irs2 GCA CCT ATG CAA GCA TCG AC GCG CTT CAC TCT TTC ACG AC
Hbp1 AGT GTG ATC CTT GGT GACAGG  CTG TTG AGA GCC TGA GTT GGT
Hes1 CAA CAC GAC ACC GGA CAAAC  GGA ATG CCG GGA GCT ATC TT

Hp TCT GGG GTC AGC TTT TTG CT TTT GGG CAG CTG TCA TCT TCA
Hspb1 TCA CCC GGA AAT ACA CGC TC GGC CTC GAA AGT AAC CGG AA
Ktr23 TGA TTC AGC TCC GCC AAG AC CCA TCG TCC CTT CAG TGT CTC
Lgals9 TAC CAA CAC CGC GTA CCC TA GCT GCA GAG TTC TGG AAG GTG
Lhfpl2 CTG GCA GGC TAC CGC TAT TT GGA TAA GGA ACA GAC CTG CGA
Lox ACA AGT ACT CCG ACG ACAACC GGG AGA CCG TAC TGG AAG TAA
Lpl GCT GGG CCT AAC TTT GAG TATG  AAA TCAG CGT CAT CAG GAG AA
oir1 CTG CAC TCC TTC TTC CC TTT GCC TGC ACT TGA GGA GGA TTT
orm1 CCT GAG CTG GCT CTC TGA CA TGA ATT GCC TGC CTG TAC TCG
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Concluséo

Gene Primer Forward (5’- 3’) Primer Reverse (3’ - 5’)

Orm2 ATT GGT GCG GCT GTC CTA AA ACACAG TGG TCATCTATGGTGT
Phf2011 TGA AGA GTG CCT ATG CTG GC CAC TCC ATC TCT GAC CCG GA
Ppary TTT TCC GAA GAA CCA TCC GAT ATG GCATTG TGA GAC ATC CCC
Ppargc1la  TCT GGA ACT GCA GGC CTAAC TGC CTT GGG TAC CAG AAC AC
Ppm1] GGA GGC CGAGTT TTC CAA GA ATATTC CGC TGC AGT CTC GC
Ptgis ATG CAG TGT CAAAAACCG CC TGG GAC CCATAT TCC CCT GT
Ptp4a2 GGA GAA GGG TGT GTG AAG GA TCA AAA GGG TTC AGG GTT TG
Rgs2 CTC CTG GGA AGC CCAAAACT TGC AGC CAG CCC ATATTT ACT
Rbp7 GGG ACT CCT TCA CCATCC AG GGT AAC CAG GCTCGT GCATT
Slc12a2 AGG GTG TAT TAG TCC GCT GC TCC TCC TCT CAC GAA CCC AT
St3gal6 GGG GAA CAA ATG GCT ATT GGT AGG GCA ACG GAAAAT TATTGG T
S100a8 TTC AAG ACATCG TTT GAA AGG AAA AGG TTG CTC AAG GCC TTC TC
Tnfrsf12a GTGTTGGGATTC GGC TTG GT GTC CAT GCACTT GTC GAG GTC
Trp63 AGA ACG GCG ATG GTA CGA AG TCT CAC GAC CTC TCACTG GT
Vcam1 ATG TCAACG TTGCCC CCA A GCTGTC TGC TCCACAGGATT
Xdh TAT GCA TCC AAG GCT GTC GG GAT CCA CAC AAG CGT TTC GG

18s

CGG ACAGGATTG ACAGAT TG

CAA ATC GCT CCA CCAACT AA
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APENDICE B — GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE
EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Cxcl1 4.315 1.173 Plekhg5 0.319 0.894
Snai3 2.984 1.185 Itih4 0.327 1.014
Sdcbp2 2.872 1.101 Fxyd3 0.335 0.925
Prei4 2.805 1.118 Bcl9l 0.336 0.842
Eps8 2.685 1.008 Pid1 0.354 0.870
Fabp5 2.613 1.239 2310076014Rik 0.358 0.882
Lzic 2.610 1.136 1M17re 0.368 0.953
LOC240672 2.511 1.063 Slc22a4 0.372 0.949
Sdcbp2 2.505 1.061 Gstm7 0.381 0.869
Fos 2.477 1.066 Gck 0.388 1.111

Sgk2 2.422 1.076 Plekhg5 0.389 0.946
Hspd1 2.418 1.100 Rgr 0.398 0.851

Aqgp7 2.402 1.193 Cited2 0.412 0.872
Upp1 2.387 1.242 Trafd1 0.414 0.847
Npal1 2.382 1.047 Gli2 0.416 0.847
Cst6 2.355 1.134 Orm1 0.416 0.841

Rnf125 2.349 1.052 Nrbp2 0.416 0.956
Aqgp7 2.347 1.031 Atad4 0.421 0.933
Birc4 2.333 1.008 LOC100045567 0.423 1.074
Fhi1 2.293 1.052 Mgp 0.426 0.931

Egr2 2.256 1.109 KIf13 0.430 0.978
9930122J16Rik 2.227 0.973 LOC100044204 0.433 0.844
Fabp5 2.210 1.166 Mxra8 0.436 0.890
Tmem45b 2.201 1.121 Rnd2 0.440 0.863
Ubqin1 2.200 0.845 Hdac7 0.441 0.929
Fgf10 2.194 0.990 1500017E21Rik 0.447 0.966
Tgoln1 2.188 0.981 Ipas 0.449 0.845
Gys2 2.188 0.956 Camp 0.449 1.001

Cast 2.185 1.070 Gstm2 0.450 0.881

Impa2 2177 1.178 Cda 0.451 0.858
Hdlbp 2.155 1.113 Rgr 0.453 0.990
Map3k5 2.145 1.106 Tmed10 0.453 1.075
Met 2.144 0.996 Ampd3 0.455 0.991

Ermp1 2.129 0.908 Aldh3b1 0.457 1.004
Neu2 2.124 1.207 1300007L22Rik 0.458 0.851

Phida1 2.123 1.078 Pmp22 0.458 0.888
Suclg2 2.110 1.245 Ift122 0.464 0.973
Ermp1 2.105 1.121 Gstm2 0.471 0.889
Asns 2104 0.852 Ear4 0.471 1.030

Osr2 2.104 0.990 LOC100047268 0.474 0.981
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APENDICE B - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE EM
RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA

Continua
Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Nat1 2.097 1.073 Ehd3 0.474 1.030
Cdk6 2.086 1.224 Slc35e4 0.478 0.851

Clcf1 2.073 1.249 Hes1 0.480 0.891

Idh3a 2.072 1.124 Nrap 0.481 1.111

Clcf1 2.066 1.072 Apoc3 0.483 0.978
2310016CO08Rik 2.063 1.145 LOC100048332 0.484 0.876
Al850995 2.056 1.188 Hspb1 0.486 1.091

Cmbl 2.046 1.092 Hp 0.488 0.943
Ccrndl 2.040 1.109 Selenbp2 0.489 1.059
Pvr 2.035 1.043 LOC100047126 0.489 1.050
Mtmr2 2.033 1.002 Sncg 0.493 1.071

Erlin2 2.026 1.150 Slc29a1 0.493 0.944
5031436003Rik 2.021 1.192 Atad4 0.494 0.976
Tmem120a 2.021 1.160 Adamts2 0.496 0.980
Megf9 2.018 0.885 Al607873 0.496 0.866
Atf3 2.014 1.181 Gas6 0.498 1.161

Actb 2.009 1.146 1110003008Rik 0.499 0.840
Fgf10 2.006 0.966 Dm15 0.499 0.838
Srxn1 1.989 1.108 Lman1l 0.499 0.876
Pvr 1.988 1.161 Tmem176b 0.499 0.964
Serpinb9f 1.985 0.959 Cyp17a1 0.500 0.936
Krt1-5 1.983 1.189 Sec14l1 0.501 0.935
Ppfibp1 1.983 0.990 Egfr 0.502 0.922
Cdc42bpa 1.982 0.845 9030607L17Rik 0.503 1.004
Fhi1 1.981 1.098 Epb4.9 0.504 1.159
Tpsab1 1.981 1.154 Cited2 0.507 0.905
Wdr67 1.973 1.006 Mixipl 0.507 0.872
Sdcbp2 1.970 1.089 DOH4S114 0.507 0.931

Calu 1.965 1.104 Al646023 0.508 0.885
2310045K21Rik 1.965 0.957 Sic1a4 0.508 0.853
Clcf1 1.965 1.226 Gnmt 0.509 1.069
Dhrs9 1.960 0.935 Rasl11a 0.509 1.054
Stard5 1.945 1.054 Cds2 0.509 0.919
Slc25a26 1.939 1.175 Lrig1 0.511 0.869
Acadl 1.936 1.045 Ifitm3 0.512 0.906
Samd4 1.933 1.243 Anxa8 0.513 0.872
Pck1 1.929 1.123 Prtn3 0.513 1.142

1500003003Rik 1.929 1.202 Wisp1 0.514 0.841
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APENDICE B - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE EM
RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA

Continuacéao

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Ppargcia 1.923 1.051 Rras 0.515 0.966
Ppp2rib 1.920 1.105 LOC100047937 0.516 0.970
Plscr1 1.914 1.142 Ddit4 0.517 1.096
Entpd5 1.909 1.127 2610528A11Rik 0.519 0.975
Psmd2 1.896 1.188 Os9 0.521 0.859
Atp5o0 1.891 1.246 Syn2 0.523 1.129
Itgad 1.886 1.176 Snta1 0.523 1.003
E130016E03Rik 1.871 1.122 Pdlim4 0.525 0.876
Zdhhc13 1.871 1.020 Lass5 0.526 0.905
Stard7 1.869 0.931 Adamts2 0.527 0.944
2310079P10Rik 1.867 1.074 Thrsp 0.527 0.908
Nbr1 1.859 1.111 Bmp1 0.527 0.852
Prune 1.854 0.959 B230312E02Rik 0.527 0.988
Gys2 1.848 1.104 Epb4.9 0.529 0.974
Pigl 1.846 1.205 Cryab 0.530 1.010
Zfp655 1.846 1.183 Cldn15 0.531 1.018
Ehd4 1.846 1.173 Ptgis 0.532 0.901

Siah2 1.837 1.091 Hpd 0.533 1.070
Lrrc39 1.834 1.158 MII3 0.533 0.843
Eprs 1.831 1.102 Apoc1 0.534 0.852
Seh1l 1.830 1.085 Rgl2 0.535 0.881

Etv5 1.830 1.208 A130062D16Rik 0.537 0.870
Brp44 1.824 1.159 Sox4 0.537 0.963
AtI3 1.821 0.895 Dnm3os 0.537 1.042
1700034P14Rik 1.818 1.031 Gstk1 0.540 1.076
Ubgin1 1.818 1.069 Hcls1 0.541 0.992
LOC384054 1.818 1.202 Pmp22 0.541 1.028
Aifm2 1.816 1.219 Sirt7 0.541 1.010
LOC270491 1.816 0.933 9030607L17Rik 0.544 0.912
Sept9 1.813 1.131 Adamts15 0.545 1.169
ler3 1.807 1.159 Spon2 0.545 1.082
LOC245892 1.805 1.152 Grik5 0.548 0.859
Ppp2r2a 1.804 1.019 Gpihbp1 0.548 1.027
Pde1b 1.802 1.229 Ssbp4 0.548 0.942
Nbr1 1.801 1.149 Dtx4 0.548 1.021

Ptgr2 1.800 1.114 Ear3 0.549 0.976
2900060B14Rik 1.794 0.946 Tmem63a 0.551 1.079

H2afy2 1.792 1.178 Abhd14b 0.553 0.877
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APENDICE B - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE EM

Continuacéao

RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
2900062L11Rik 1.786 1.154 Atn1 0.554 0.967
Dusp4 1.784 1.206 Sall2 0.555 0.955
Npr3 1.783 1.122 Sfxn2 0.558 1.004
Synj2bp 1.781 1.186 Mbd4 0.558 1.111
Ubd 1.780 1.057 Igsf3 0.559 0.988
Tpm4 1.780 1.019 Mmp2 0.561 0.838
Ephx2 1.779 1.082 1200009022Rik 0.561 0.969
Mmd2 1.775 1.102 Sp3 0.561 0.868
2810407C02Rik 1.774 1.065 Ggcx 0.561 0.838
Tubb2b 1.769 1.095 2810423019Rik 0.562 0.875
Aifm2 1.768 1.231 Bid 0.562 1.068
Cul2 1.766 1.083 2310021P13Rik 0.563 0.995
Sorbs1 1.766 1.026 Ift172 0.563 0.881
Cdt1 1.763 1.073 Dab2 0.564 0.850
Ccrndl 1.761 0.850 Ear2 0.565 0.865
Sel1l 1.759 1.017 Apoa4 0.565 0.991
Sgk2 1.759 1.019 Bmp1 0.565 1.024
Foxred1 1.754 1.024 Cldn15 0.566 0.949
Surf4 1.753 1.147 Arl3 0.566 0.963
Lrrc39 1.752 1.129 Lamb3 0.567 0.936
Psmd2 1.751 1.191 LOC100046232 0.568 0.898
Gtpbp10 1.748 0.991 Lcn2 0.569 1.003
Uba1 1.747 1.223 LOC100047937 0.569 1.145
Xpnpep1 1.745 1.169 Tspan4 0.569 0.933
Pak2 1.735 1.061 Igsf3 0.570 1.193
Crat 1.735 1.089 Fam110b 0.570 0.879
Mpl 1.734 1.068 Ccher1 0.570 0.836
Birc4 1.734 0.911 Col1a1 0.570 0.953
Mgll 1.733 1.106 Kcnk3 0.572 0.854
Arhgef2 1.732 1.155 Usp2 0.572 1.017
Jun 1.729 1.022 C130092E12 0.572 0.921
Polh 1.729 1.047 Porcn 0.572 0.901
Galnti2 1.729 1.018 Ahnak2 0.573 1.039
Rora 1.728 1.193 vdr 0.574 1.181
Heatr5b 1.726 1.013 LOC100048721 0.574 0.843
D930001122Rik 1.725 1.208 6330414G02Rik 0.574 0.929
Capzb 1.723 1.040 Anxa11 0.578 0.876
Rrp15 1.723 1.180 Adamtsl4 0.578 0.867
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APENDICE B - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE EM
RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA

Continuacéao

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Pigh 1.719 1.207 Hdac11 0.580 1.102
Peli3 1.717 1.169 LOC100046207 0.581 0.839
5830435K17Rik 1.714 0.842 Kifc2 0.581 0.886
2700024D06Rik 1.709 1.172 Grem1 0.581 0.926
Eif4g2 1.707 0.853 Ephb4 0.581 0.988
Ccdc109a 1.706 0.986 Tmod4 0.582 0.853
1810014F10Rik 1.705 1.242 Lrp12 0.582 1.032
Ccdc109a 1.705 1.017 Mmp14 0.582 0.980
D12Ertd551e 1.705 1.125 Thy1 0.582 1.156
Gaintl2 1.704 1.043 Serpina3n 0.582 1.040
Ndufb10 1.704 1.168 Tenc1 0.583 0.948
Ppapdc1b 1.704 1.195 Bahd1 0.583 0.863
1110007A13Rik 1.699 1.037 Ogfri1 0.586 0.931

BC049349 1.699 0.835 A930005G04Rik 0.586 0.978
2010004N17Rik 1.697 1.025 LOC100044430 0.586 0.841

LOC380707 1.695 1.043 Tpcn1 0.587 0.856
Htra3 1.693 1.083 Dync2li1 0.587 0.976
Mrpl15 1.693 1.121 1500011B03Rik 0.588 0.957
Lcor 1.690 0.981 0610007N19Rik 0.588 1.074
Actn4 1.687 1.105 Sic44a2 0.589 0.845
Efr3a 1.685 1.095 Aldh3b1 0.589 0.980
Ppcs 1.684 1.147 Osbpl3 0.590 0.985
Zc3h13 1.684 1.051 A130030M01Rik 0.590 0.924
Prmt7 1.683 1.217 Per1 0.592 1.072

D630014A15Rik 1.681 0.979 2310067B10Rik 0.592 0.969
Gch1 1.678 1.137 Nfic 0.592 0.884
Rcan1 1.674 0.969 Ssh3 0.593 0.920
Tubab 1.671 1.090 Lbp 0.593 0.922

Pde4dip 1.669 0.998 Bcl2111 0.593 0.904
Achbd4 1.668 1.223 Pixnb2 0.594 1.092

Trip 1.668 1.205 Igfbp6 0.594 0.836
EG433144 1.667 0.935 Prkcbp1 0.595 0.988
Hipk2 1.661 1.170 Cdsn 0.596 0.929
4931426K16Rik 1.658 1.225 9430030N17Rik 0.596 0.956
Csda 1.657 1.157 Amotl1 0.597 0.861

1300010F03Rik 1.657 0.997 Grasp 0.597 1.037
A730008H23Rik 1.655 1.152 Rasl11a 0.597 1.105

Ube2e1 1.655 1.116 Chd9 0.598 1.058



126

APENDICE B - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE EM

RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA

Continuacéao

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
C430049K18Rik 1.655 1.164 Tcf4 0.598 0.910
Gcent2 1.654 1.132 1810031K17Rik 0.599 1.014
Cetn3 1.652 1.190 Appl2 0.600 0.952

A930002H24Rik 1.652 1.120 Nisch 0.600 1.007
LOC384382 1.650 1.001 Nte 0.600 0.927
Nadsyn1 1.650 1.159 Gab3 0.600 1.012

D730003115Rik 1.650 1.104 4432405B04Rik 0.601 0.875
Mobkl3 1.649 1.021 Bmp1 0.601 0.963
Al448196 1.649 0.838 Steap2 0.602 0.886
D12Ertd551e 1.647 1.016 B930075F07 0.602 0.990
E430003D02Rik 1.647 1.033 Trp53inp1 0.603 0.889
1300010F03Rik 1.647 1.115 Tmem180 0.604 1.052

Adfp 1.637 1.040 LOC100048083 0.604 1.143
Plekha8 1.631 1.211 Nid2 0.604 0.847
Dhx30 1.630 1.160 Shc1 0.605 0.936
3010026009Rik 1.629 1.197 Numbl 0.605 0.945
Tnfrsfa 1.628 1.190 Tmie 0.605 0.892

Picalm 1.627 0.982 Pixnd1 0.605 1.014
Angptl4 1.625 1.229 Lphn1 0.606 0.894
Pex10 1.623 1.054 M7re 0.606 0.950
4933408F15 1.622 1.086 Snai2 0.606 0.880
2810035J02Rik 1.622 1.126 vdr 0.607 0.837
Sfrs10 1.621 1.115 Wnk4 0.607 1.086
Popdc3 1.620 1.025 Usp54 0.608 0.850
Dhrs7b 1.616 1.250 Aldh111 0.608 1.154
Nedd4l 1.611 0.917 2310075M15Rik 0.608 0.861

Calr3 1.611 1.228 Cdc42ep5 0.609 0.957
Yaf2 1.605 0.892 LOC100046608 0.609 0.878
Usp18 1.605 1.105 2510048L02Rik 0.609 0.835
Epb4.114b 1.604 1.043 Slc9a3r1 0.609 0.924
2410001C21Rik 1.604 1.221 Lrrc8 0.610 1.120
Prei3 1.604 1.234 Ebpl 0.610 1.043
Ubac2 1.603 1.198 Fzd2 0.610 1.088
Tnfrsf22 1.603 0.987 Igfbp4 0.610 0.960
D10Wsu102e 1.599 1.162 Rab3d 0.611 0.973
Retsat 1.599 1.080 Klic4 0.611 1.029
P2rx4 1.597 1.090 LOC100047214 0.611 0.919
LOC545750 1.597 1.060 Bicc1 0.611 0.980
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APENDICE B - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE EM

RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA

Continuacéao

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Krt36 1.596 1.072 Clca1 0.611 0.938
1500041J02Rik 1.594 1.150 Vim 0.611 0.884
A330021D07Rik 1.594 1.187 1190005106Rik 0.611 1.052
LOC215879 1.592 1.032 Nuak2 0.613 0.936
Mrs2 1.592 1.240 Map3k6 0.613 1.037
Cmtm4 1.590 1.033 Gdpd1 0.613 0.986
Pla2g12a 1.590 0.904 Slc12a6 0.614 0.841

LOC219106 1.589 1.147 Trrp1 0.614 0.842
LOC100043192 1.588 1.176 Itm2b 0.615 0.886
Zhx1 1.587 1.105 Jmjd2b 0.616 0.851

Hdhd2 1.585 1.188 Agt 0.616 0.918
1500005K14Rik 1.584 1.239 8430426J06Rik 0.616 0.880
Fam160a2 1.584 1.147 1700038P13Rik 0.618 0.881

Ascc2 1.582 1.200 Gga2 0.618 0.844
Etfdh 1.582 1.128 Itpkb 0.619 0.837
Mapk1ip1l 1.582 1.118 Semadg 0.619 1.093
Skz1-pending 1.582 1.047 9430029L20Rik 0.619 0.863
Erbb2ip 1.579 1.046 Fam176b 0.619 0.922
Calu 1.579 1.021 LOC98434 0.620 0.866
Mcart1 1.578 1.111 BC017643 0.620 0.912
LOC208414 1.576 1.032 Zfand6 0.620 0.855
Smox 1.575 1.201 Slc16a5 0.620 0.990
Mark3 1.573 0.888 Parvg 0.621 1.009
Abhd12 1.572 1.142 Ncdn 0.621 0.970
Tmem147 1.570 1.193 Slc25a29 0.622 1.166
Sesn2 1.569 1.182 Agrp 0.622 0.841

Mmp11 1.568 1.218 Plekhf1 0.622 1.087
D230004N01Rik 1.566 1.141 Pias3 0.622 0.840
Trim29 1.566 1.202 Cxxc6 0.623 0.909
Caprin2 1.565 0.856 Grik5 0.624 0.929
4933401B08Rik 1.565 1.144 Plac8 0.624 0.934
Mrpl51 1.564 1.042 MGC18837 0.625 0.991

Sf1 1.563 1.153 LOC639715 0.625 1.093
Upp1 1.562 1.032 Sparc 0.625 0.927
Ldb3 1.561 1.214 Nqgo1 0.625 0.896
Gm608 1.561 1.062 9330175B01Rik 0.626 0.905
LOC385957 1.560 0.919 Slc23a3 0.626 0.924
Dusp1 1.559 1.053 Tulp3 0.626 1.027
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APENDICE B - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE EM

Continuacéao

RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA

Ativados Reprimidos
Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Nol5a 1.559 1.010 Pex1 0.627 1.174
Tomm40I 1.556 1.052 Slic6a6 0.628 0.954
Kihi24 1.556 0.851 Ssbp3 0.628 0.901
Gipc1 1.556 1.127 Lef1 0.629 0.853
Trit1 1.556 1.195 Tcf712 0.629 1.048
Afg3l12 1.554 1.061 Gnmt 0.629 0.915
Zfp326 1.553 1.133 Tle6 0.630 1.003
Tdg 1.552 1.178 LOC100046207 0.630 0.941
Mrpi1 1.552 1.161 Rab31 0.630 0.971
LOC545056 1.550 1.131 C4b 0.631 0.908
Osbpl11 1.550 0.943 Chst12 0.632 0.935
Acot8 1.550 1.228 Hsd11b1 0.632 0.936
Mtus1 1.550 1.034 Sncg 0.632 0.993
Preid 1.549 1.168 Prkcd 0.632 0.888
Snrk 1.549 1.212 LOC381770 0.633 0.996
Lsm1 1.547 1.207 Garni3 0.633 0.983
Cmpk 1.547 1.148 lhpk1 0.633 0.909
Ppt1 1.546 1.027 Itpr3 0.633 0.949
6330548G22Rik 1.544 1.167 Ppap2a 0.633 1.000
Siat10 1.543 1.044 Khk 0.633 0.995
Ak2 1.542 1.182 Pxmp2 0.634 1.247
Epb4.114b 1.542 1.170 Phxr4 0.637 0.909
Mospd1 1.541 1.004 Wdr78 0.637 0.889
Nrg1 1.540 1.240 Cbx7 0.638 0.898
Tmem11 1.540 1.236 Glipr2 0.638 1.080
Suv420h2 1.540 1.145 Plscr4 0.638 1.026
Ard1 1.538 1.061 Nfic 0.639 1.073
Snrk 1.536 1.160 2610202E01Rik 0.639 0.862
Zfp746 1.535 1.136 Sc5d 0.639 0.970
Copg 1.534 1.159 Slc25a42 0.640 1.089
Vps26a 1.534 0.875 D230020C06Rik 0.640 0.871
Heatr5b 1.534 1.162 Wnk4 0.641 0.943
Dusp4 1.530 1.041 BC030863 0.641 0.846
Tigd2 1.530 0.982 Twf2 0.642 1.113
Apitd1 1.529 1.143 Chd4 0.643 0.843
Syne2 1.529 0.843 Cbr2 0.643 1.034
Tarbp2 1.528 1.240 0610031J06Rik 0.644 0.955
Csnk1d 1.527 1.218 Mbd5 0.646 0.933
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APENDICE B - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE EM
RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA

Continuacéao

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Als2cr4 1.526 1.176 Digap4 0.647 1.067
Tomm40 1.5626 1.102 Comp 0.647 0.873
Mrpl37 1.524 0.987 Sepx1 0.648 0.859
Brap 1.523 1.139 Lpin3 0.648 0.961
lars 1.5623 1.096 Rcan2 0.649 1.032
4930406P12Rik 1.521 0.976 Snapc3 0.650 0.852
Rad23a 1.521 1.167 Cd2bp2 0.650 1.029
Mcm7 1.521 1.227 Hsd11b1 0.650 0.934
Afap1 1.519 1.238 Mustn1 0.651 1.188
Strbp 1.519 1.079 5031439A09Rik 0.652 0.958
Sft2d2 1.517 1.150 Obfc1 0.653 0.882
2600010E01Rik 1.515 1.096 Mov10 0.653 0.984
Nudt19 1.514 1.245 Acap3 0.653 1.003
Tspan18 1.514 1.114 Itgae 0.654 0.983
Itpripl2 1.514 0.965 Aup1 0.655 1.066
Entpd5 1.513 1.180 Gs2na-pending 0.655 1.003
Sfpi1 1.513 1.124 Egfl7 0.655 1.133
Wdr73 1.512 1.025 Smarce1 0.655 0.856
Mcm5 1.512 1.227 2310001H17Rik 0.656 0.972
Ide 1.511 1.163 Nfia 0.656 0.921
Cisd1 1.510 0.980 Plekhg2 0.656 1.070
Zfp3 1.510 1.137 LOC100046608 0.657 0.864
Timm9 1.508 1.208 D10Ertd641e 0.657 0.881
Sh3kbp1 1.508 1.071 9030024J15Rik 0.658 1.033
Pisd 1.505 1.126 Rarres2 0.658 1.030
Nup62 1.505 0.972 5730410E15Rik 0.658 0.938
Poldip2 1.502 1.179 $100a3 0.658 0.846
Rusc2 1.502 1.165 Evc 0.659 1.039
Bpnt1 1.501 1.211 Zfp395 0.659 1.010
Pik3cb 1.501 1.046 Atp6v0d1 0.659 0.991
Ap1s1 1.500 1.054 Tnxb 0.660 1.013

Arl2bp 0.660 0.946

4833441J24Rik 0.660 0.929

Gpr19 0.660 1.020

scl0003799.1_2 0.661 0.922

B130019G13Rik 0.661 1.126

Cdsn 0.661 1.148

Lef1 0.661 0.867
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APENDICE B - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE EM

RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA

Concluséao
Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Kif1b 0.661 0.990
Sfxn2 0.662 1.053
Tmem49 0.662 1.035
Irf7 0.662 0.948
Pcdhgb4 0.663 1.003
Mpv17 0.663 0.853
Fes 0.663 0.913
Mark2 0.664 1.168
Slc25a35 0.664 1.012
Phip 0.665 1.009
9530050F08Rik 0.665 0.871
Snta1 0.665 0.954
Amigo2 0.666 0.860
Foxo1 0.666 0.843
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APENDICE C - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA EXCLUSIVAMENTE EM
RESPOSTA AO TRATAMENTO COM GQ-16

Ativados Reprimidos

Gene GQ-16 Rosi Gene Rosi GQ-16
Metrn 1.475 1.841 Phf2011 0.692 0.497
Wdrg9 1.375 1.742 Top1 0.795 0.551
Hist1h2af 1.383 1.722 Mobk1b 0.745 0.56
4921536K21Rik 1.046 1.698 Psme4 0.886 0.569
LOC100042179 1.441 1.662 DmxI1 0.671 0.575
Supt16h 1.475 1.645 Utx 0.682 0.588
Hoxa5 1.488 1.619 Gulp1 1.068 0.59
Mprip 1.085 1.616 Ptp4a2 0.957 0.595
EG666668 1.376 1.603 Hbp1 0.895 0.6
Nudt1 1.377 1.6 BC023892 0.67 0.602
Afg3l1 1.459 1.598 E130102H24Rik 0.695 0.605
Mad2l1bp 1.147 1.576 Prkdc 0.73 0.617
Bola1 1.072 1.57 Mtf2 0.88 0.624
Ddx49 1.381 1.56 LOC245000 0.679 0.625
Deadc1 1.351 1.527 Smarca3 0.868 0.627
Mtvr2 1.024 1.513 Ppm1l 0.692 0.63
Zdhhc1 0.967 1.51 Tmed7 0.875 0.63
Rps19 1.402 1.509 Cyb5r4 0.908 0.637
Rnaseh2a 1.122 1.509 Ube2n 0.757 0.641
LOC280487 0.844 0.644
Pbx1 0.733 0.659
Ddx6 1.02 0.66
Mier3 0.691 0.664

Ttl4 0.823 0.664
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APENDICE D - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA DE MODO SIMILAR
EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA E GQ-16

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Acaalb 15.574 2.603 Orm2 0.198 0.615
Rn18s 10.047 4.114 Tmem176a 0.208 0.630
LOC673501 9.892 4.790 Olfmi2b 0.219 0.644
LOC385068 9.303 4.555 Serpina3c 0.236 0.542
Rn18s 7.727 3.040 Zan 0.237 0.665
Elovi3 5.863 1.855 Errfi1 0.245 0.691

Fgf21 5.411 1.687 Syt12 0.262 0.655
Krt23 4.367 1.708 Prodh 0.275 0.708
5430433G21Rik 4.219 1.434 Insig2 0.278 0.569
Elovi3 4.194 1.449 Lgi4 0.296 0.807
Dmkn 4.191 1.826 Itih4 0.296 0.756
Rn18s 4137 3.241 Emp1 0.309 0.682
Dmkn 4.049 1.948 Cyb561 0.310 0.775
Cbr3 3.952 1.581 Plekhg5 0.312 0.675
Bhihb9 3.900 1.411 Cyp1b1 0.316 0.680
Agpat9 3.701 1.553 Rgs2 0.317 0.792
Ptrf 3.576 1.478 Phkg1 0.318 0.493
Pcx 3.241 2.377 Cpm 0.324 0.736
Cyp2c70 3.152 1.414 Vcam1 0.326 0.585
4930455C21Rik 3.030 2.079 Tgfbi 0.328 0.601

Dhrs9 2.961 1.314 Lox 0.338 0.492

Tmem86a 2913 1.521 Sparcl1 0.338 0.635
Rbp7 2.888 1.394 OIlfmi3 0.339 0.800

Ces3 2.849 1.360 LOC100047419 0.339 0.695
2310016C08Rik 2.730 1.590 Ppil6 0.340 0.724

Decr1 2.719 1.554 S$100a8 0.342 0.634

Nipsnap1 2.698 1.521 Abi3bp 0.344 0.524

St3gal6 2.682 1.326 Lgals9 0.345 0.564

Plk3 2.659 1.358 Amy2-2 0.348 0.672

Acox1 2.568 1.346 Pik3ip1 0.354 0.745
Krt79 2.548 1.704 D4Ertd681e 0.356 0.569
Csde1 2.518 1.363 Aldh3b1 0.357 0.685
LOC666038 2.517 1.325 Trp63 0.359 0.682

Cxx1b 2.495 1.379 Xdh 0.360 0.785
LOC384583 2.460 1.556 Prodh 0.366 0.727
Pmepa1 2.387 1.255 scl0002547.1_9 0.366 0.655
Nat8l 2.366 1.612 Rdh12 0.367 0.728
Slc25a20 2.345 1.454 Gstm2 0.369 0.790

Agpat9 2.312 1.296 Mxra8 0.370 0.822



133

APENDICE D - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA DE MODO SIMILAR
EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA E GQ-16

Continua
Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Gpr109a 2.309 1.415 Cyp2f2 0.373 0.739
Las1l 2.302 1.386 Tnfrsf25 0.374 0.825
Cbr3 2.301 1.649 Hr 0.377 0.763
E030040G24Rik 2.289 1.367 Papss2 0.383 0.583
KIf5 2.289 1.807 Rgs2 0.388 0.598
2310058J06Rik 2.276 1.418 Pcdh21 0.389 0.813
LOC100044087 2.274 1.266 Figf 0.390 0.611

Aox3 2.264 1.416 Sema3f 0.396 0.771

Lhfpl2 2.253 1.520 C1qtnf5 0.397 0.790
Gpd1 2.247 1.552 Fam134b 0.399 0.515
Acot2 2.236 1.493 Fn1 0.399 0.623
Krt36 2.219 1.329 Car12 0.400 0.769
Irs2 2.218 1.820 Cited2 0.401 0.768
Wwtr1 2.217 1.429 Rhoj 0.407 0.765
Cyb5r3 2.214 1.750 Acsm3 0.411 0.775
Mrto4 2.188 1.907 Fit1 0.414 0.691

Chchd10 2.185 1.594 LOC100044204 0.417 0.819
Cmtm4 2.158 1.303 Dpep1 0.418 0.763
Tnfrsf12a 2.143 1.448 Gstm1 0.420 0.822
Tbrg4 2134 1.519 Serpina3m 0.420 0.733
Twist2 2.128 1.272 Mrgprf 0.422 0.734
Myl4 2127 1.470 LOC100045005 0.423 0.791

Wars 2122 1.380 X99384 0.425 0.711

Slc25a25 2.114 1.257 Lgals9 0.425 0.645
Pde1b 2.110 1.390 Trafd1 0.427 0.616
Cistn3 2107 1.454 A130047F11Rik 0.428 0.736
Cdc42bpa 2.091 1.267 Itih4 0.428 0.831

Cenpa 2.082 1.492 Ear3 0.431 0.787
Cxx1a 2.052 1.356 Slc2a13 0.436 0.642
Gng2 2.050 1.521 Wdré 0.437 0.787
Nrg4 2.047 1.269 Bmf 0.437 0.688
Daam1 2.041 1.344 Lctl 0.438 0.671

Nat8I 2.033 1.635 Thc1d2b 0.441 0.774
Col6a1 2.030 1.387 Rdh12 0.442 0.642
Eif5a 2.029 1.370 Col18a1 0.442 0.772
9330133014Rik 2.015 1.366 LOC638301 0.444 0.755
1700041B20Rik 2.000 1.303 Fam107a 0.444 0.797

Oscar 1.997 1.341 4932417116Rik 0.445 0.781



EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA E GQ-16

Continuacéao

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Tubb2b 1.992 1.282 Col4a5 0.449 0.705
Sorbs1 1.991 1.270 Gstt3 0.450 0.722
AtI3 1.988 1.336 Sertad4 0.456 0.690
LOC386534 1.984 1.750 Car12 0.456 0.797
Pfkm 1.983 1.363 Ncam1 0.457 0.729
D6Wsu176e 1.971 1.562 AW112037 0.458 0.647
Mrpl15 1.952 1.305 Aqp1 0.459 0.769
Wars 1.949 1.326 Ceacam2 0.460 0.726
Col6a3 1.941 1.615 Hp 0.461 0.806
Aifm2 1.934 1.372 Ly6c1 0.461 0.687
Dctd 1.934 1.316 1700113I122Rik 0.463 0.735
Bach2 1.931 1.261 Furin 0.463 0.821

Foxred1 1.924 1.323 Ctsl 0.464 0.784
Rpia 1.916 1.478 Ctla2b 0.464 0.696
Rnf185 1.914 1.442 l117re 0.467 0.712
6820406G21Rik 1.908 1.357 Dusp7 0.472 0.534
4632418H02Rik 1.903 1.370 15 0.473 0.684
Gpri146 1.899 1.289 A530050D06Rik 0.473 0.822
Eif6 1.895 1.425 Cp 0.473 0.690
4930504E06Rik 1.893 1.281 Col18a1 0.474 0.812
Peg10 1.872 1.279 Dcn 0.476 0.701

Cdc25a 1.857 1.332 Slc2a13 0.477 0.774
Chchd6 1.857 1.525 Prkd3 0.477 0.477
Bcs1l 1.853 1.399 Msi2I1 0.478 0.661

LOC100048622 1.849 1.479 Al464131 0.479 0.680
Sh3tc2 1.845 1.627 Ddr1 0.479 0.716
Mrpl30 1.844 1.468 Pkd2I1 0.479 0.773
LOC434200 1.844 1.294 Anxa8 0.479 0.802
Pabpc1 1.841 1.548 Gbp3 0.480 0.700
Tgif1 1.840 1.315 Col5a2 0.481 0.672
Cdca3 1.838 1.711 1110018J23Rik 0.485 0.829
Pex16 1.836 1.592 Pias3 0.485 0.825
Nus1 1.825 1.297 Trps1 0.486 0.756
Zfp259 1.825 1.417 1700113I122Rik 0.491 0.820
LOC384727 1.823 1.521 Npc2 0.492 0.692
6330505N24Rik 1.823 1.306 Apbb2 0.492 0.736
Wars 1.820 1.501 Dusp14 0.494 0.741

Rnf166 1.816 1.512 Ecm1 0.494 0.747
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EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA E GQ-16

Continuacéao

Ativados Reprimidos
Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Ccdc85b 1.815 1.447 Phka2 0.496 0.771
Itgad 1.810 1.254 Cpm 0.498 0.714
Dlc1 1.805 1.256 Sp2 0.498 0.758
Osr2 1.801 1.401 Sic16a4 0.501 0.681
Kars 1.800 1.416 Mb 0.503 0.723
2410001C21Rik 1.796 1.493 Furin 0.503 0.565
Fus 1.791 1.867 Syn2 0.504 0.594
Pard6a 1.790 1.470 Setd1b 0.504 0.807
Ard1a 1.785 1.279 Camk2b 0.504 0.769
Als2cr4 1.772 1.305 scl0001849.1_2273 0.505 0.747
LOC383561 1.771 1.385 Fer1l3 0.508 0.724
LOC676974 1.769 1.312 Tgfbi 0.511 0.789
Snrp70 1.769 1.374 C130080K17Rik 0.511 0.772
6330562C20Rik 1.768 1.572 Pcolce2 0.512 0.593
Mrpl55 1.765 1.565 Antxr1 0.512 0.646
Sbk 1.761 1.351 Sdc2 0.513 0.732
Mrpl15 1.760 1.295 Tex19.1 0.514 0.592
LOC100041835 1.760 1.399 Slc45a3 0.515 0.738
4631434019Rik 1.753 1.376 Agp1 0.515 0.821
Sulf2 1.752 1.688 Card10 0.515 0.832
C330006A16Rik 1.752 1.640 Kitl 0.516 0.682
scl0002368.1_75 1.751 1.723 Xlrda 0.516 0.787
Fbxo9 1.748 1.394 2810026P18Rik 0.517 0.638
D730042P09Rik 1.745 1.538 Rhou 0.517 0.830
Srr 1.744 1.594 Aldh1a1 0.518 0.675
LOC637353 1.741 1.470 1110032E23Rik 0.519 0.789
1110007M04Rik 1.738 1.284 Dtx4 0.519 0.794
4930563B10Rik 1.731 1.304 Ssbp2 0.520 0.721
D6Wsu176e 1.730 1.613 Mapk6 0.521 0.697
Eiflad 1.729 1.573 6720418B01Rik 0.522 0.759
Snx27 1.721 1.401 Gstk1 0.523 0.835
Ung 1.720 1.414 Stim1 0.524 0.706
Vars 1.718 1.595 Htra4 0.524 0.812
Gatad1 1.716 1.653 LOC100046207 0.525 0.651
Mrpl15 1.716 1.390 6430527G18Rik 0.525 0.829
Hsd17b12 1.710 1.297 Grk5 0.526 0.715
LOC385632 1.709 1.340 2010003K11Rik 0.527 0.723

scl0002368.1_75 1.708 1.961 Rnf145 0.527 0.687



EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA E GQ-16

Continuacéao

Ativados Reprimidos
Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Abcf1 1.707 1.265 Col16a1 0.527 0.766
Pih1d1 1.706 1.338 Gdap10 0.528 0.768
Stambpl1 1.705 1.579 Dusp18 0.528 0.774
Set 1.700 1.427 Tmem43 0.530 0.729
Gosr2 1.698 1.418 Samd9l 0.531 0.739
Mrpl15 1.696 1.277 4933439C20Rik 0.531 0.786
Med18 1.691 1.312 Tfrc 0.531 0.620
Ndufb7 1.691 1.589 LOC100046744 0.534 0.820
Krt14 1.691 1.314 Trip12 0.534 0.775
Cabp4 1.688 1.358 Atp1b1 0.534 0.796
Mfge8 1.686 1.256 Mapk6 0.536 0.711
5730494J16Rik 1.686 1.412 Layn 0.539 0.791
Rin1 1.685 1.263 Fas 0.539 0.697
EG245651 1.683 1.356 Amigo2 0.541 0.804
2600001B17Rik 1.681 1.691 Gstm5 0.541 0.706
LOC619973 1.678 1.368 Stxbp1 0.541 0.787
Mrpl2 1.678 1.5685 Aqp1 0.543 0.783
Ppp2r5d 1.678 1.695 D9Ertd392e 0.543 0.807
Htatip2 1.678 1.448 Chst8 0.545 0.783
A530078M04Rik 1.675 1.317 Zzz3 0.545 0.755
Pmm1 1.674 1.574 Fkbp5 0.545 0.788
Mrps16 1.672 1.511 B3galnt1 0.545 0.651
Cma1 1.671 1.272 Zfp185 0.547 0.661
Ehd2 1.670 1.303 BC018242 0.547 0.723
Mical3 1.670 1.378 Zfp36I1 0.551 0.618
Cul4a 1.668 1.325 Enpp2 0.552 0.731
Raet1b 1.667 1.366 Timp1 0.556 0.789
Phospho1 1.667 1.448 Tmem82 0.556 0.813
Frap1 1.666 1.479 Sec14i1 0.557 0.794
Impa2 1.665 1.312 Cetn4 0.557 0.791
Chst11 1.661 1.345 Sephs1 0.561 0.694
Blvra 1.661 1.340 Cda 0.562 0.748
Mfge8 1.659 1.253 Lgmn 0.562 0.721
Bag4 1.656 1.317 Wbscr14 0.562 0.826
Nocdl 1.655 1.384 Per3 0.563 0.653
Rhot2 1.653 1.406 Sec14i1 0.563 0.717
Mtap9 1.650 1.276 1810011010Rik 0.563 0.785
Gdf15 1.649 1.336 St5 0.564 0.830
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EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA E GQ-16

Continuacéao

Ativados Reprimidos
Gene Rosi GQ-16 Ddef2 0.564 0.670
Birc5 1.648 1.702 Col3a1 0.564 0.814
Tagln2 1.645 1.378 Nod1 0.564 0.692
Pkp4 1.644 1.321 1700027M01Rik 0.566 0.768
FmnI3 1.641 1.423 5730406MO6Rik 0.567 0.746
Hdhd2 1.639 1.343 Stat3 0.567 0.818
Pak4 1.636 1.364 Tir4 0.568 0.622
Capn10 1.635 1.417 Nrn1 0.569 0.760
Nr1h3 1.635 1.421 4632401N01Rik 0.570 0.826
Afg3I1 1.634 1.968 Etv1 0.571 0.628
LOC622404 1.627 1.5639 Trafd1 0.574 0.827
Coq6 1.627 1.587 C030014I123Rik 0.574 0.776
Pmm1 1.621 1.506 1700027M01Rik 0.575 0.815
Tbrg4 1.619 1.459 2810426P10Rik 0.576 0.672
Atp5f1 1.616 1.346 Nox4 0.576 0.711
4632411B12Rik 1.616 1.471 Slc12a9 0.577 0.786
Qsox1 1.615 1.316 Ptpn21 0.577 0.832
Mrps10 1.614 1.489 Nampt 0.578 0.828
2700038C09Rik 1.613 1.343 Rbms2 0.578 0.806
Mrps10 1.612 1.460 Camkk1 0.579 0.810
Ablim2 1.612 1.385 D230048P18Rik 0.579 0.611
Ffar2 1.612 1.362 Swap70 0.580 0.770
Fzd5 1.609 1.346 Slc27a3 0.581 0.775
Coqg6 1.608 1.264 Zhx2 0.585 0.757
LOC100040353 1.605 1.316 Col5a2 0.585 0.808
Abcf1 1.605 1.290 BC014795 0.588 0.817
Akt2 1.602 1.295 Tmem45a 0.588 0.754
Ndufs6 1.597 1.376 1115 0.588 0.762
Rangap1 1.597 1.332 Spna2 0.588 0.834
Prmt7 1.596 1.316 Tcn2 0.588 0.754
Csnk1d 1.594 1.425 5730406MO6Rik 0.589 0.819
Cd3eap 1.593 1.515 Pparg 0.591 0.824
Med28 1.587 1.442 Ptpdc1 0.591 0.756
Gys3 1.585 1.363 LOC621824 0.591 0.742
E130216CO05Rik 1.582 1.327 D230045007Rik 0.591 0.821
Slc2a1 1.582 1.343 Bcl7c 0.592 0.758
Ascc2 1.582 1.320 Sdc3 0.593 0.823
5330426P16Rik 1.580 1.495 Ly6e 0.594 0.814

G630016D24Rik 1.578 1.400 Ahdc1 0.595 0.833



EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA E GQ-16

Continuacéao

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Tsku 1.575 1.487 Aoc3 0.595 0.671

Cma1 1.572 1.377 Gab3 0.596 0.779
Psmb10 1.571 1.500 Art3 0.596 0.780
2700089E24Rik 1.570 1.314 Ibsp 0.596 0.749
UbgqIn1 1.569 1.251 Cp 0.596 0.797
1700029P11Rik 1.566 1.350 Setd5 0.598 0.708
BC037704 1.565 1.268 Sla 0.598 0.770
Epb7.2 1.562 1.269 Sidt2 0.599 0.726
Hist1h2ah 1.561 1.628 LOC100045280 0.601 0.709
Kntc1 1.561 1.467 Ncdn 0.601 0.767
Rshl2a 1.561 1.567 Gcat 0.601 0.814
9530058B02Rik 1.560 1.522 Zfp36I1 0.603 0.815
Mphosph6 1.560 1.391 Zfp288 0.603 0.609
Rrm2 1.559 1.255 Sdf4 0.604 0.748
Fsd2 1.557 1.398 Muc13 0.604 0.736
Mtx1 1.557 1.293 Ogfri1 0.606 0.758
Pole3 1.556 1.502 Zfp521 0.606 0.816
Atp5k 1.555 1.386 Rgr 0.607 0.828
Cox6a2 1.552 1.306 Btrc 0.607 0.784
Copg 1.552 1.276 Tmem43 0.608 0.669
Ranbp1 1.543 1.399 LOC100040244 0.609 0.709
Gins2 1.541 1.381 Ppp1r9b 0.609 0.812
Ddx28 1.540 1.316 Cdk5 0.609 0.791

Pppica 1.536 1.401 Ifitm1 0.609 0.806
Tnfaip2 1.535 1.426 Epn2 0.610 0.717
Itpka 1.532 1.289 Bcl9 0.610 0.811

9830166G06Rik 1.528 1.369 Rasl12 0.611 0.820
9530058B02Rik 1.525 1.539 D830014B20Rik 0.614 0.653
Psen1 1.525 1.296 Nfat5 0.614 0.661

Spag4 1.524 1.369 Hspa2 0.614 0.831

Unc119 1.524 1.421 4931408A02Rik 0.615 0.825
Dhrs7b 1.522 1.318 LOC100044133 0.615 0.733
Sbf1 1.521 1.329 Sptic1 0.617 0.604
Cttn 1.520 1.250 Slc12a2 0.617 0.662
Hist1h2ad 1.519 1.646 Irf4 0.617 0.825
Mrpl36 1.517 1.306 Pik3r1 0.617 0.741

Snrpf 1.517 1.471 Foxred2 0.617 0.695
2700038C09Rik 1.517 1.539 Lamp2 0.618 0.634
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EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA E GQ-16

Continuacéao

Ativados Reprimidos
Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Ciapin1 1.515 1.469 Agl 0.618 0.788
Rhot2 1.514 1.370 Smarca2 0.618 0.830
Taf1d 1.508 1.308 Scaper 0.620 0.778
Tdrkh 1.506 1.371 Sic2a4 0.620 0.664
Fmni3 1.505 1.453 2410066E13Rik 0.621 0.717
4921513D23Rik 1.505 1.311 B430216N15Rik 0.621 0.798
Gdf10 1.504 1.357 Dtx3l 0.622 0.774
Eif1ad 1.503 1.273 5730410E15Rik 0.623 0.832
Dhrs7b 1.501 1.371 Tbi2 0.623 0.751
1110008J03Rik 1.501 1.271 Lnx2 0.623 0.772
Hoxa5 1.488 1.619 Sema3f 0.623 0.724
Metrn 1.475 1.841 Birc2 0.624 0.545
Supt16h 1.475 1.645 Zfand6 0.624 0.779
Afg3l1 1.459 1.598 Rcan2 0.624 0.771
LOC100042179 1.441 1.662 Pygb 0.624 0.765
Rps19 1.402 1.509 Cp 0.625 0.740
Hist1h2af 1.383 1.722 9830134K01Rik 0.625 0.793
Ddx49 1.381 1.560 C130008L17Rik 0.625 0.786
Nudt1 1.377 1.600 Fas 0.626 0.797
EG666663 1.376 1.603 4833414E09Rik 0.626 0.770
Wdr89 1.375 1.742 Ak3 0.628 0.743
Deadc1 1.351 1.527 A430075F05Rik 0.630 0.626
Unc84a 0.632 0.728
Oprs1 0.633 0.763
Dcn 0.633 0.677
Timp4 0.633 0.756
E130318A13Rik 0.633 0.816
Pccb 0.633 0.781
Rock1 0.633 0.664
Chd9 0.635 0.786
A630082K20Rik 0.636 0.730
A230107C01Rik 0.636 0.810
LOC100044314 0.637 0.738
Insig2 0.637 0.627
2310009E04Rik 0.637 0.693
Lman1l 0.638 0.801
4933407H18Rik 0.639 0.831

Fn1 0.639 0.697
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Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Trib2 0.640 0.821
Atl2 0.640 0.756
Mertk 0.640 0.752
LOC234911 0.642 0.734
Acsm3 0.642 0.797
Setd2 0.643 0.790
C130067A03Rik 0.643 0.798
6330503K22Rik 0.643 0.778
5730419109Rik 0.644 0.806
Ostm1 0.645 0.797
Rcbtb2 0.645 0.742
Tspan3 0.645 0.678
Epb4.115 0.646 0.716
Ccnt2 0.647 0.814
Hnrnpa2b1 0.647 0.744
Enpp2 0.648 0.717
Akap11 0.648 0.508
Tgs1 0.649 0.615
2700025J07Rik 0.649 0.666
4732486123Rik 0.653 0.722
Ddx17 0.653 0.692
Mb 0.655 0.834
IMrap 0.656 0.756
Aldh4a1 0.657 0.820
DvI1 0.657 0.801
Sav1 0.659 0.654
Ets1 0.659 0.678
BC038156 0.659 0.673
Ep300 0.659 0.682
Zfp606 0.661 0.776
Slc43a1 0.663 0.790
Zdhhc21 0.663 0.652
Alg2 0.664 0.761
Capn7 0.664 0.659
Rsrc1 0.665 0.773
Amy1 0.665 0.769
Cp 0.666 0.795
BC023892 0.670 0.602
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Concluséao
Ativados Reprimidos
Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Ep300 0.659 0.682
Zfp606 0.661 0.776
Slc43al 0.663 0.790
Zdhhc21 0.663 0.652
Alg2 0.664 0.761
Capn7 0.664 0.659
Rsrcl 0.665 0.773
Amyl 0.665 0.769
Cp 0.666 0.795
BC023892 0.670 0.602
Dmxl1 0.671 0.575
LOC245000 0.679 0.625
Utx 0.682 0.588
Mier3 0.691 0.664
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APENDICE E - GENES COM EXPRESSAO MODIFICADA DE MODO OPOSTO EM
RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ROSIGLITAZONA E GQ-16

Ativados Reprimidos

Gene Rosi GQ-16 Gene Rosi GQ-16
Prei4 3.447 0.771 Mustn1 0.486 1.272
Gyk 2.366 0.586 1190007F08Rik 0.632 1.258
Jarid1a 2.060 0.799 B9d1 0.644 1.362
Mospd1 1.962 0.818 Ccdc28b 0.645 1.405
Klhi5 1.803 0.742 Tmem205 0.656 1.323
Pign 1.778 0.813 Ptk7 0.664 1.261
Rpl7a 1.656 0.834 Mustn1 0.486 1.272
Dlat 1.635 0.807 1190007F08Rik 0.632 1.258
Dhrs9 1.615 0.814 B9d1 0.644 1.362
LOC100045950 1.589 0.819

Pnpla8 1.555 0.628

Ipmk 1.550 0.820

Otudéb 1.549 0.784

Ddx10 1.548 0.761

Tnfrsf21 1.505 0.828
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ANEXO A — MODO DE LIGAGAO DA ROSIGLITAZONA, GQ-16 E MRL24 AO
PPARY

N\

Modo de ligacao da rosiglitazona (representado em azul), GQ-16 (representando em
rosa) e MRL24 (representando em verde) ao LBD do PPARYy. Figura gentiimente
cedida pelo Dr. Senapathy Rajagopalan do Instituto de Pesquisa do Hospital

Metodista de Houston, Texas.



