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Ha duas formas para viver a sua vida:
Uma é acreditar que ndo existe milagre.

A outra é acreditar que todas as coisas sdo um milagre.

Fernando Pessoa
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PREFACIO

A identificacdo dos receptores ativados por proliferadores peroxissomais
(PPARs) como reguladores-chave do metabolismo energético e da resposta
inflamatdria tornou esses receptores alvos farmacolégicos promissores na Ultima
década. Ha hoje indicios de que a modulacdo farmacoldgica da atividade dos
PPARs por ligantes com caracteristicas quimicas diversas resulta em efeitos
metabdlicos favoraveis em modelos animais de resisténcia insulinica e dislipidemia.
Entretanto, a seguranca de ligantes de PPARs utilizados atualmente na prética
clinica, e também de ligantes em estudos pré-clinicos e clinicos, vem sendo

guestionada.

A ativacdo do PPARa pelos fibratos no tratamento da hipertrigliceridemia esta
associada a miopatia e rabdomidlise, aumento da concentragdo plasmatica de
homocisteina e creatinina, colelitiase e distarbios gastrointestinais. A ativacao do
PPARg pelas tiazolidinedionas (TZDs), utilizadas como sensibilizadores insulinicos
no tratamento do diabetes mellitus tipo 2, é limitada por ganho ponderal, retencéo
hidrica, toxicidade cardiovascular e perda de massa 0ssea, € uma preocupacao
adicional é seu potencial de carcinogenicidade observado em roedores. Assim, o
desenvolvimento de novos agonistas de PPAR que mantenham os efeitos benéficos
da ativacdo desses receptores e ndo apresentem os efeitos desfavoraveis
documentados em estudos pré-clinicos e clinicos € um dos principais focos de

pesquisa em PPARs.

Desde a aprovacdo do uso clinico das TZDs, mais de 50 compostos foram
registrados como ligantes de PPAR no FDA (Food and Drug Administration), e
nenhum deles chegou a pratica clinica. Embora esses compostos compartilhem
efeitos adversos, o motivo para a descontinuacao de estudos pré-clinicos e clinicos
em todos os casos foi composto-especifico. O mecanismo desses efeitos
desfavoraveis ndo estd completamente caracterizado, e € possivel que envolva vias

independentes da ativacéo dos PPARs pelos ligantes estudados.

Nesse cenario, o desenvolvimento de novos agonistas de PPAR como

potenciais agentes terapéuticos em doencas metabdlicas humanas é um desafio. A
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ampliacdo dos conhecimentos sobre o papel fisiolégico dos PPARs e sobre as
caracteristicas dos agonistas atualmente disponiveis tem aumentado o0s
guestionamentos sobre como o receptor poderia ser mais bem explorado no
tratamento de doencas metabdlicas e inflamatérias, de modo a se evitarem o0s
efeitos desfavoraveis de sua ativacdo suprafisioldogica, ou mesmo os efeitos
deletérios de alguns ligantes que possivelmente ndo sejam mediados pela ativacao
desses receptores. Com isso, 0 conceito de “ligante seguro” de PPAR vem sendo
modificado consideravelmente, embora ainda seja necessario compreender melhor
as vias moleculares que originam os efeitos desfavoraveis da ativacdo desses
receptores, determinar a forma mais adequada de se investigarem essas vias e,
também, caracterizar melhor efeitos aparentemente independentes da ativacao de

PPARs observados com ligantes atualmente disponiveis.

Novos ligantes de PPAR podem também representar instrumentos quimicos
valiosos para melhorar a compreensao do papel biolégico dos PPARs. Ligantes
sintéticos tém sido utilizados ndo apenas para identificar receptores nucleares, mas
também para compreender melhor seu papel biolégico. Essa estratégia, denominada
“endocrinologia reversa”, resultou na identificacdo de vias de sinalizagao
previamente ndo conhecidas e com implicacbes fisiolégicas e farmacoldgicas
importantes.

Com o objetivo de identificar novos ligantes de PPARSs, foram realizados dois
estudos em que foram investigados potenciais ligantes sintéticos e também naturais.
O primeiro estudo foi realizado em colaboragcdo com o Grupo de Pesquisa em
Inovacao Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco, com o objetivo de
identificar novos ligantes sintéticos de PPARg. Diversos compostos derivados da 5-
benzilideno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona e da 3-benzil-5-acridinilideno-
tiazolidina-2,4-diona foram investigados quanto a sua atividade agonista em PPARg,
por meio de ensaios de gene repdrter em pro-monaocitos humanos U-937. Um deles,
GQ-16, apresentou atividade agonista nesses ensaios e foi entdo caracterizado
como um ligante de PPARg por meio de estudos in vitro e em cultura de células. O
GQ-16, diferentemente das TZDs classicas, apresentou atividade agonista parcial e

especifica em PPARg, competiu pela ligagdo ao LBD do PPARg embora com menor
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afinidade que a rosiglitazona e, em concordancia com seu efeito agonista, induziu a
interacdo entre o PPARg e o coativador SRC-1. O GQ-16 também apresentou
potencial adipogénico em cultura de células, embora inferior ao da rosiglitazona em
alguns modelos de adipogénese in vitro. De forma inesperada diante de sua
atividade agonista parcial, o GQ-16 ndo antagonizou os efeitos da rosiglitazona

sobre a atividade transcricional do PPARgou adipogénese.

No segundo estudo, como parte da linha de pesquisa do Laboratério de
Farmacologia Molecular que envolve a avaliagdo da atividade farmacolégica de
compostos naturais nos PPARs, foi investigado o efeito de uma fracdo metandlica de
sementes e da casca de soja sobre a atividade transcricional do PPARa, -b/d e -g
Esse trabalho foi realizado em conjunto com pesquisadores da Universidade
Estadual de Maringh e da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA). Nossa participagdo consistiu na realizagdo dos ensaios de
transativacdo dos PPARs em pro-mondcitos humanos U-937. Esse trabalho foi
submetido para publicagcéo no Brazilian Journal of Medical and Biological Research,

e por esse motivo sera apresentado somente sob a forma de manuscrito.

Estudos envolvendo modelos animais de obesidade e resisténcia insulinica
indicam que a ingestdo de proteina de soja apresenta efeitos favoraveis sobre a
sensibilidade insulinica, perfil lipidico e peso corporal. Estudos observacionais
também sugerem efeitos benéficos da ingestdo de soja sobre o perfil lipidico em
humanos. Entretanto, os componentes efetivos da proteina da soja e o0s
mecanismos envolvidos em seus efeitos metabdlicos favoraveis ndo estdo
completamente definidos. H& dados sugestivos de que as isoflavonas, um dos
componentes da soja, podem influenciar o metabolismo lipidico por modular a
atividade de fatores de transcricdo que regulam a expressédo de genes envolvidos
em sintese e catabolismo de lipideos, entre eles os PPARSs, o receptor X hepético e
a proteina 1 ligadora do elemento regulador de esterol (SREBP1). Em estudos in
vivo as isoflavonas de soja apresentam efeitos metabdlicos semelhantes aos dos
fibratos e das TZDs, agonistas do PPARa e -g respectivamente, e estudos em
culturas de células indicam que as isoflavonas induzem a atividade transcricional

desses isotipos de PPAR. Até o momento, no entanto, ndo foi descrita atividade
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agonista das isoflavonas no PPARD/d. Nesse trabalho, foi identificada atividade
agonista da fragdo metandlica da semente da soja no PPARb/d, por meio de ensaios
de gene repérter. A inducdo da atividade transcricional do receptor por essa fracéo
rica em isoflavonas foi comparavel a inducdo pelo bezafibrato, um ligante sintético
com atividade agonista conhecida em PPARb/d. Embora o significado fisiol6gico da
ativagcéo desse isotipo de PPAR por componentes da soja néo tenha sido explorado,
€ possivel que contribua para os efeitos metabdlicos favoraveis das isoflavonas de
soja observados em estudos pré-clinicos, particularmente sobre o peso corporal e
colesterol HDL, estes ultimos classicamente atribuidos a ativacdo do receptor

estrogénico por esses compostos.
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PARTE 1

INVESTIGAGCAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE BENZILIDENO- E
ACRIDINILIDENO-TIAZOLIDINEDIONAS NO RECEPTOR GAMA ATIVADO POR
PROLIFERADORES PEROXISSOMAIS
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RESUMO

As tiazolidinedionas (TZDs) melhoram a sensibilidade insulinica e a
homeostase da glicose em diversos modelos animais de obesidade e diabetes, e
também em humanos. Esses beneficios sado atribuidos, em grande parte, aos efeitos
antiinflamatérios da ativacdo do receptor gama ativado por proliferadores
peroxissomais (PPARg. No entanto, a utilizagdo clinica das TZDs é limitada por
retencdo hidrica, ganho ponderal e adipogénese, e recentemente tem sido
relacionada a aumento da mortalidade cardiovascular e perda de massa 0ssea. O
mecanismo desses efeitos ndo é completamente definido, mas acredita-se que
possa envolver ativacdo suprafisiologica do PPARg e até mesmo acgles
independentes da ativagdo do PPARg pelas TZDs. Essas limitagbes aumentaram o
interesse pela identificacdo de ligantes de PPARg que mantenham os efeitos
antiinflamatorios benéficos da ativagdo do receptor, sem os efeitos desfavoraveis
das TZDs. Acredita-se que a ativacao parcial e especifica do PPARg, assim como
sua modulagéo diferencial em tecidos distintos, possa ser mais efetiva e segura que
a ativacdo completa e ndo seletiva pelas TZDs. Com o objetivo de identificar novos
ligantes de PPARg, diversas benzilideno- e acridinilideno-TZDs sintéticas foram
investigadas quanto a atividade agonista em PPAR por meio de ensaios de gene
repOrter em pré-mondcitos humanos U-937. Somente o GQ-16 induziu a atividade
transcricional do PPARg e apresentou caracteristicas de agonista parcial do
receptor. Esse composto ndo ativou PPARa, -d ou RXRa, nem antagonizou a
atividade transcricional do PPARg induzida pela rosiglitazona. Estudos in vitro
mostraram que o GQ-16 se ligou diretamente ao dominio de ligacdo ao ligante do
PPARg com menor afinidade que a rosiglitazona e que, em concordancia com seu
efeito agonista, induziu a interagéo entre o PPARg e o coativador SRC-1. O GQ-16
também foi capaz de induzir a adipogénese em cultura de células, embora em
menor intensidade que a rosiglitazona. Esses resultados indicam que o GQ-16 é um
agonista parcial e seletivo do PPARg e apresenta menor potencial adipogénico,
caracteristicas que o distinguem das TZDs classicas. As possiveis vantagens dessas
caracteristicas devem ser confirmadas por estudos in vivo. Além disso, a definicdo
do modo de ligacdo do GQ-16 ao PPARg por estudos cristalograficos poderia
contribuir para melhor compreenséo dos determinantes da especificidade da ligagao
de ligantes entre os diferentes isotipos de PPARs e, assim, para o desenvolvimento
de agonistas especificos de PPARg, possivelmente com efeitos mais favoraveis que
os das TZDs cléssicas.

Palavras-chave: receptores ativados por proliferadores peroxissomais. Agonista
parcial. GQ-16.
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ABSTRACT

Thiazolidinediones (TZDs) can improve whole body insulin sensitivity and
ameliorate glucose metabolism in many animal models of obesity and diabetes, and
also in humans. These beneficial effects are largely attributed to the anti-
inflammatory actions of activated peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARg). Despite the established therapeutic value of TZDs, their clinical use is
limited by fluid retention, weight gain and adipogenesis, and more recently these
agents have been associated with increased cardiovascular mortality and bone loss.
The mechanisms underlying these deleterious effects are not yet clear, but may be
related to supraphysiological activation of PPARg and also to PPARg independent
actions of TZDs. These concerns have increased the interest for ligands which
maintain the beneficial metabolic and anti-inflammatory effects of PPARg activation
but mitigate the documented unfavorable effects of TZDs. There is evidence that
partial and specific activation of PPARg, and also its selective modulation in different
tissues, might be more effective and safe, in contrast to full and nonspecific activation
by TZDs. Aiming to identify novel PPARg ligands, several synthetic benzilidene and
acridinylidene TZDs were screened for PPAR agonist activity using reporter gene
assay in U-937 human pro-monocytes. GQ-16 was the only novel TZD found to have
agonist activity on PPARg, and displayed features of a partial agonist. It did not
activate PPARa, -d or RXRa, neither influenced PPARg transcriptional activity
induced by rosiglitazone. Competition assays showed GQ-16 bound directly to the
ligand binding domain of PPARg with reduced affinity when compared to
rosiglitazone. In support of GQ-16 agonist effect on PPARg transcriptional activity,
glutatione-S-transferase pull-down experiments showed it induced the interaction
between PPARg and SRC-1. The adipogenic potential of GQ-16 was less
pronounced than that of rosiglitazone. Collectively, these results indicate GQ16 is a
partial and specific agonist for PPARg with reduced adipogenic potential. These
features differentiate this novel compound from TZDs currently used in clinical
practice, and its potential therapeutic advantages should be confirmed by in vivo
studies. In addition, although the exact binding mode of GQ-16 to PPARg still
requires the resolution of a crystal structure, these results could provide insights into
the determinants of ligand binding selectivity between PPARg and the other PPAR
isotypes, and hence contribute to the development of new PPARgselective ligands
with improved specificity and metabolic effects.

Key words: peroxisome proliferator-activated receptors. Partial agonist. GQ-16.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca crbnica, de fisiopatologia complexa e
incompletamente compreendida, e representa hoje um importante problema de
saude individual e populacional. Isso decorre ndo apenas do aumento global de sua
incidéncia, em proporcdes epidémicas !, mas também das vérias condicbes a ela
associadas, incluindo o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), a dislipidemia e a hipertenséo
arterial sistémica (HAS). Cada uma dessas doencgas, por sua vez, associa-se a
aumento do risco de aterosclerose e doenga cardiovascular, as principais causas de

mortalidade em varios paises *.

O DM2 é considerado a doenca mais importante associada a obesidade,
também por sua elevada frequéncia e pela morbimortalidade que determina. A
prevaléncia global de DM2 foi estimada em 171 milhdes em 2000, e as expectativas
séo de aumento para 336 milhdes de casos em 2030 % O mecanismo compartilhado
entre a obesidade e 0 DM2, que explica a associacdo entre essas condicdes, € a
resisténcia insulinica ®. A maior parte dos individuos obesos e com resisténcia
insulinica, contudo, ndo desenvolve DM2. Para que a obesidade e a resisténcia
insulinica se associem ao DM2, é necessario haver também disfuncao de células
beta pancreéticas, com conseqiente incapacidade de compensacédo da resisténcia

insulinica *.

A interacdo entre obesidade, resisténcia insulinica e disfuncéo de células beta
tem sido amplamente estudada. A compreensdo da base fisiopatoldégica desses
processos representa uma importante fonte de conhecimentos para sua abordagem
terapéutica racional e eficaz. Embora haja muito para ser compreendido, essa
interacdo reflete o fato de o tecido adiposo ndo ser um simples depdsito para
armazenamento de lipideos, mas um tecido dindmico que interage continuamente
com outros tecidos criticos para a regulacdo do metabolismo energético e
homeostase da glicose, entre eles figado, musculo esquelético e centros
reguladores do apetite °. Entre os diversos conhecimentos originados do estudo da
relacdo entre tecido adiposo e metabolismo energético, esta a identificacdo dos
receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs) como determinantes

criticos de integracdo metabélica dos diversos tecidos °.
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Os PPARs sao membros da superfamilia de receptores nucleares (RN) que
atuam como fatores de transcricdo regulados por ligantes. Sdo ativados por acidos
graxos (AG) dietéticos e seus metabdlitos, e considerados sensores lipidicos
capazes de modular processos criticos para a homeostase energética. Trés isotipos
de PPAR (-a, -b/d e -g) sdo identificados em tecidos de mamiferos e sua importancia
em condic¢des fisioldgicas e patoldgicas é amplamente reconhecida. A identificacdo
do PPARa como alvo molecular dos hipolipemiantes da classe dos fibratos, e do
PPARg como alvo das tiazolidinedionas (TZDs), utilizadas como sensibilizadores
insulinicos no tratamento do DM2, aumentou o interesse por esses receptores como

potenciais alvos farmacolégicos para o tratamento de doengas metabdélicas humanas
5

A ativacdo do PPARg pelas TZDs melhora a sensibilidade insulinica
principalmente no tecido adiposo, e também no muasculo esquelético e figado. Esse
efeito ndo é completamente compreendido, mas parece ser mediado (i) pelo
aumento da captagédo e armazenamento de AG livres pelo tecido adiposo °; (i) pela
inibicdo da secrecao de citocinas inflamatérias que induzem resisténcia insulinica no
figado e musculo esquelético ’; e (iii) pelo aumento da produgédo de adiponectina, um
produto secretério do adipécito com atividade sensibilizadora de insulina . Ha
indicios de que as TZDs também apresentem acdes independentes da ativagédo do
PPARg®.

A utilizagcdo clinica das TZDs, no entanto, tem sido associada a retencao
hidrica, ganho ponderal e adipogénese e, mais recentemente, a aumento da

° 10. 11" Os mecanismos

mortalidade cardiovascular ° e perda de massa 0Ossea
determinantes do aumento da mortalidade cardiovascular associado a esses
agentes ndo sdo claros, mas uma possibilidade € que estejam relacionados a
especificidade da ativacdo dos PPARs. O muraglitazar, uma TZD com atividade
agonista em PPARa e -g, foi também associado a aumento da incidéncia de eventos
cardiovasculares, entre eles o infarto agudo do miocardio *?. As TZDs pioglitazona e
rosiglitazona, consideradas classicamente agonistas seletivos de PPARg ** e
utilizadas como sensibilizadores insulinicos, atuam de fato como agonistas dos trés
isotipos de PPAR * ¥ A perda de massa 6ssea relacionada ao uso das TZDs

7

também ndo é completamente compreendida, mas parece estar relacionada ao
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direcionamento de células estromais na medula 6ssea para 0 comprometimento com

a linhagem adipocitaria, em detrimento da linhagem osteoblastica *.

A ampla utilizacéo clinica das TZDs como sensibilizadores insulinicos e seu
impacto negativo sobre o tecido 0sseo e, possivelmente, sobre o aparelho
cardiovascular apontam para a necessidade de se elucidarem 0s mecanismos
exatos de acdo desses compostos, e de se compreenderem melhor os efeitos da
ativacdo do PPARg nos diversos tecidos em que é expresso. O estudo do
mecanismo molecular envolvido no efeito de diferentes ligantes do receptor
representa uma importante estratégia para a ampliacdo dos conhecimentos sobre a
biologia dos PPARs.

A proposta desse estudo foi investigar a atividade agonista de novas
benzilideno- e acridinilideno-TZDs sintéticas em PPARs. Entre as varias TZDs
sintéticas testadas, apenas uma delas, o GQ-16, apresentou atividade agonista em
PPARg e suas propriedades funcionais foram caracterizadas por meio de estudos in

vitro e em cultura de células.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Superfamilia dos receptores nucleares

Y

Os PPARs pertencem a superfamilia de RN, que atuam como fatores de
transcricdo regulados por ligantes. S&o importantes para praticamente todos 0s
processos fisiol6gicos de mamiferos, incluindo o crescimento, desenvolvimento,
reproducdo, resposta imunitaria, funcdo vascular, depuracdo de toxinas e

metabolismo energético *'.

Os RN séo definidos por uma organizagdo estrutural comum, caracterizada
por dominios funcionais (figura 2.1), entre eles a regido amino-terminal (dominio
A/B), o dominio de ligacdo ao DNA (DBD, dominio C), a regido de dobradica (hinge,
dominio D), a regido carboxi-terminal ou dominio de ligacdo ao ligante (LBD,

dominio E) e, em alguns RN, o dominio F &,

(a)
Je Dobradica Porgao
M- terminal T C- terminal
B2 ¢ o] E [ F |
AF-1 DED LED
Ligante
(b) g
Dominio de ligacao
'-‘__ ao ligante
N A
AF1
DBD
Dominio de

ligacdo ao DNA

Figura 2.1. Estrutura geral dos receptores nucleares, com a representacdo dos dominios funcionais.
(a) Estrutura primaria, com a representacdo da regido amino-terminal (dominio A/B, em que se
encontra 0 dominio funcdo de ativacdo 1 ou AF-1, implicado na transativacdo independente do
ligante), dominio de ligacdo ao DNA (DBD, dominio C), regido de dobradica (hinge, dominio D),
regido carboxi-terminal ou dominio de ligacédo ao ligante (LBD, dominio E), e dominio F. (b) Estrutura
secundaria, com a representacéo das regiées amino (N) e carboxi-terminais (C), AF-1, DBD e LBD *°.
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A regido amino-terminal contém um dominio de ativacdo independente do
ligante, denominado funcéo de ativagdo 1 (AF-1), e seu comprimento é altamente
variavel entre os diversos RN. A regido central, ou DBD, é a mais conservada e
apresenta dois segmentos estruturais conhecidos como “dedos de zinco”. O DBD
determina a ligacdo do RN a regides especificas de DNA que contém a sequéncia
hexanucleotidica AGGTCA, denominadas elementos responsivos ao horménio
(HRE). O dominio D, entre o DBD e o LBD, € uma regido menos conservada, que se
comporta como uma dobradica e confere flexibilidade estrutural ao receptor, o que
permite que sua dimerizacdo com outro RN e ligagdo ao DNA ocorram
simultaneamente. A regido carboxi-terminal ou dominio E contém o LBD, que
reconhece ligantes hormonais e ndo hormonais especificos e determina, assim, a
especificidade da resposta aos ligantes °. Essa regido é responsavel por diversas
fungbes dos RN, a maioria delas induzida por ligantes, como a fungéo de ativagéo 2
(AF-2), dimerizac&o e interacéo com cofatores da transcricdo *’. Alguns RN contém
também um dominio na extremidade carboxi-terminal, conhecido como dominio F,

com estrutura e fungdo ndo conhecidas *8.

A superfamilia de RN, em humanos, é composta por 48 membros %,

classificados em 3 subgrupos de acordo com a natureza de seus ligantes endégenos
e com suas potenciais funcdes fisiologicas: os receptores endocrinos, receptores

orfaos adotados e receptores 6rfaos verdadeiros *’.

Os receptores endocrinos apresentam alta afinidade por hormonios
lipossoluveis e vitaminas, e entre eles estdo os receptores de horménios esteroidais,
de hormdnio tireoidiano e de vitaminas A e D *'. A organizac&o estrutural comum e a
homologia de sequéncia dos RN possibilitaram a identificacdo de receptores sem

ligantes endégenos conhecidos, ou receptores o6rfdos 2.

Com a identificagéo
subsequente de ligantes endégenos para alguns desses receptores, eles passaram
a ser conhecidos como receptores 6rfaos adotados. Esse subgrupo inclui o receptor
do &cido 9-cis retindico (RXR), os PPARs -a, -b e -g receptor hepatico X (LXR),
receptor farsendide X, receptor pregnano X e 0s receptores Orfaos enigmaticos.
Estes Ultimos sao receptores cujo ligante ja foi identificado, porém o papel de sua
regulacdo dependente de ligantes para processos fisiologicos nao foi definida. Eles
incluem o os receptores relacionados ao estrogénio b e -g receptor 6rfao

relacionado ao retindide a e -b, receptor constitutivo de androstenona, fator
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esteroidogénico 1, o receptor hepatico homdlogo 1 e o fator nuclear hepatocitario 4a
17

O terceiro subgrupo compreende os receptores oOrfdos verdadeiros, cujo
ligante ainda n&o foi identificado. E possivel que ndo sejam regulados por ligantes, e
sim pelo nivel de sua propria expressdo, por modificagcbes covalentes em sua

estrutura, ou ainda pela disponibilidade de correguladores *'.

2.2 Receptores ativados por proliferadores peroxissomais

Os PPARs incluem 3 membros ou isotipos, PPARa, -b/d e -g cada um
codificado por um gene distinto %. Sua denominagéo é resultado da identificagéo do
primeiro isotipo clonado, o PPARa, como alvo de compostos xenobioticos que

induzem proliferagéo de peroxissomos hepéaticos em roedores 2.

Como outros RN, os PPARs modulam a expressdo génica de trés formas

classicas: repressao basal, transativacéo e transrepressao da transcrigéo 2.

2.2.1 Regulacgéo transcricional positiva ou transativagéo dependente de ligante

Os PPARs ativam a expressao génica como heterodimeros com outro RN, o
RXR ¥, que pode se formar mesmo na auséncia de um ligante **. O heterodimero
PPAR-RXR se liga a sequéncias especificas de DNA localizadas na regido
regulatéria ou promotora de genes-alvo, conhecidas como elementos responsivos ao

PPAR (PPREs), e, quando ativado por agonistas, estimula a transcricdo génica .

Os PPREs conhecidos sdo repeticoes diretas da sequéncia consenso
AGGTCA separadas por um unico nucleotideo espacador, referido como DR-1
(figura 2.2) ?°, e estdo presentes em uma ou varias copias no promotor de genes-
alvo ?*. O PPAR e RXR se ligam & extremidade 5’ e 3’ do PPRE, respectivamente, e
uma pequena sequéncia de nucleotideos localizada imediatamente a montante da

primeira sequéncia AGGTCA confere essa polaridade ?°.
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- N =
AGGTCA

AGGTCA

Figura 2.2. Heterodimeros PPAR-RXR se ligam a sequéncias especificas de DNA no promotor de
genes-alvo. Essas sequéncias, denominadas DR-1, sdo constituidas de repeticdes diretas da
sequéncia consenso AGGTCA separadas por um Unico nucleotideo espacador (n) **.

N&do é ainda definido como alvos especificos de cada isotipo de PPAR sé&o
regulados, considerando que muitas células expressam mais de um dos trés
isotipos, e o0 PPRE é comum a eles. E possivel que isso seja resultado de diferencas
entre a expressdo de cada um deles e do RXR em diferentes células, de diferencas
entre suas afinidades por um PPRE em um promotor especifico, da presenca de

correguladores especificos, ou mesmo de caracteristicas dos ligantes endégenos .

Na auséncia do ligante, o heterodimero PPAR-RXR esta constitutivamente
ligado ao PPRE, e associado a proteinas correpressoras, como 0 correpressor de
RN (NCor), o mediador do silenciamento de RXR e receptor de hormonio tireoidiano
(SMRT), e as desacetilases de histonas (HDAC). Essas proteinas mantém a
cromatina em sua forma enovelada, o que impede o recrutamento da maquinaria de
inicio da transcricdo e resulta em repressédo ativa da transcricdo génica, denominada
represséo basal %’. A ligacdo de um agonista ao receptor altera sua conformagao, e
isso permite a dissociagdo coordenada dos correpressores e a associagdo com
proteinas coativadoras, com atividade de acetilase de histonas. A acetilagcdo de
histonas resulta em modificacdo da estrutura da cromatina, que facilita o
recrutamento da maquinaria de transcricdo para o promotor do gene-alvo e, assim, 0
inicio da transcricdo génica (figura 2.3) ?®3°. Dessa forma, em genes regulados
positivamente pelos PPARs, a ligacdo de agonista total resulta em modificagcdo do

|31

estado de repressédo basal para a ativagdo transcricional °*. A ligagdo de um
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agonista parcial determina interagdo menos eficaz do heterodimero PPAR-RXR com

proteinas coativadoras e, assim, em ativac&o transcricional menos eficaz .

(@) (b)

\
PPRE

TATA—I:
PPAR/RXR PPAR/RXR
+ Ligante ‘

Figura 2.3. Regulacéo positiva da transcricdo génica, ou transativagdo dependente do ligante. Na
auséncia do ligante (a), o heterodimero PPAR-RXR é capaz de se ligar aos elementos responsivos
no DNA (RE), recrutar proteinas do complexo correpressor e, assim, reprimir a transcricdo de genes-
alvo. A alteracdo conformacional do receptor promovida pela ligacdo do ligante (b) determina
dissociagdo de proteinas correpressoras, recrutamento de coativadores, interagdo com a maquinaria
de transcricdo basal da célula e, assim, ativacdo da transcricdo de genes regulados positivamente
pelo PPAR ativado *°.

Entre os genes regulados positivamente pelos PPARSs, incluem-se aqueles
envolvidos no controle do metabolismo energético em diversos tecidos, como o

tecido adiposo, o misculo esquelético e o figado 2.

2.2.2 Regulacgéo transcricional negativa

Os PPARs também podem influenciar negativamente a expresséo génica, por
mecanismos dependentes ou independentes da presenca do ligante (figura 2.4).
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() (b)

TATA

Elemento responsivo ao
NF-kB

PPAR/RXR

Figura 2.4. Mecanismos de regulacédo negativa da expressao génica pelos PPARs. (a) Represséo
transcricional ativa na auséncia do ligante. (b) Transrepressao dependente ligante, caracterizada pela
atividade antagonista do PPARg ativado sobre a estimulagédo da expressao génica por outros fatores
de transcrigcdo, como o fator nuclear kapa B (NF-kB) *.

A repressdo da expressdo génica independente do ligante, ou represséo
basal, envolve a ligagdo dos PPARs aos PPREs no promotor de genes-alvo e a
associacdo de proteinas correpressoras com atividade de desacetilase de histonas,
que impedem o recrutamento da maquinaria de inicio da transcri¢cdo para o promotor
génico *'. Na presenca do ligante, como comentado anteriormente, as alteragées
conformacionais no LBD do receptor resultam em reducdo de sua afinidade por
correpressores, interacdo com coativadores e com a maquinaria de transcricdo
basal. Assim, o estado de repressao basal € modificado para ativacao da transcri¢cdo

génica *.

Diferentemente da ativagcéo e da repressao basal da transcricdo génica pelos
PPARs, a transrepressdo ndo envolve a ligacdo direta do receptor a elementos
responsivos no DNA 33, Essa atividade dos PPARs ndo é completamente
compreendida %, e diversos mecanismos sdo propostos para explica-la, entre eles a
inibicdo da acéo de outros fatores de transcricdo que estimulam a expressédo de
genes da resposta inflamatéria, como o fator nuclear kB (NF-kB), a proteina
ativadora 1 (AP-1), os transdutores de sinal e ativadores da transcricdo (STATS) e o
fator nuclear de células T ativadas (NFAT). Nesse modelo, a interagdo direta entre
0s PPARs ativados e esses fatores de transcri¢ao inibiria sua ligagdo aos elementos
responsivos no promotor de genes-alvo e, assim, resultaria em reducdo da

transcricdo desses genes %. A regulacdo negativa da expressdo génica é a forma
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com que os PPARs reprimem a transcricdo de genes que codificam proteinas com
atividade pré-inflamatéria 2, entre eles o gene que codifica o interferon gama, cuja
expresséo em linfécitos T é reprimida pelo PPARgna presenca de um agonista **, e

0 gene que codifica o fibrinogénio, reprimido em hepatécitos pelo PPARa *.

E possivel também que a transrepressao seja resultado da competi¢cdo entre
os PPARs e outros fatores de transcricdo por coativadores. Esse modelo esta
fundamentado na observacdo de que muitos fatores de transcricdo envolvidos na
ativacdo da resposta inflamatéria requerem coativadores também necessarios a
modulagcdo da expresséo génica pelos PPARs, e de que esses coativadores estao
presentes em quantidades limitadas na célula. No entanto, os dados sugestivos
desse mecanismo tém origem em estudos envolvendo ensaios de gene reporter,
com utilizagdo de unidades transcricionais artificiais e superexpressao de cofatores,
e ndo sdo considerados evidéncia conclusiva de que esse mecanismo ocorra em

genes endégenos, no contexto de niveis fisiolégicos de correguladores 2.

Ha ainda dois outros mecanismos de transrepressao pelos PPARs ativados.
Um deles é mediado pelo PPARb/d em macréfagos e envolve a associacdo do
receptor com o repressor transcricional 6 de linfoma B (BCL-6). Na auséncia do
agonista, o PPARDb/d sequestra o BCL-6 e inibe sua atividade repressora sobre
genes da resposta inflamatéria, o que resulta em aumento da expressdo desses
genes. Na presenca do agonista, o PPARDb/d libera o BCL-6, que se liga a
promotores de genes que codificam proteinas com atividade pro-inflamatoria, e
reprime sua transcricdo *°. O outro mecanismo é mediado pelo PPARg também em
macrofagos. Sinais inflamatérios estimulam a depuragédo de complexos repressores
em promotores de genes da resposta inflamatoria, por reacdes de ubiquitinilac&o.
Entretanto, a modificagdo conformacional do PPARg induzida por um agonista
resulta na sumoilagdo do receptor, o que permite sua ligacdo a complexos
repressores no promotor de genes inflamatérios e compromete a interacdo desses
complexos com enzimas da ubiquitinilacdo. Com a permanéncia dos complexos
correpressores no promotor de genes que codificam proteinas com atividade
inflamatdria, ocorre a repressédo de sua transcricdo mesmo em presenca de sinais

pré-inflamatérios .
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2.2.3 Caracteristicas estruturais do dominio de ligacao ao ligante

Analises de cristalografia por raios-X indicam que a estrutura tridimensional
do LBD dos PPARs é semelhante a de outros RN, e consiste de treze hélices alfa e

quatro fitas beta % 3

, que delineiam um bolso (“pocket”) de ligacdo hidrofébico, em
forma de Y, e maior que o de outros RN ** 3 (figura 2.5). Essa Ultima caracteristica
pode contribuir para a capacidade de os PPARs se ligarem a uma ampla variedade

de compostos lipofilicos sintéticos e naturais, com um grupamento acidico .

Figura 2.5. Estrutura tridimensional do LBD dos PPARs. (a) Estrutura tridimensional do PPARa com
a representacdo dos elementos da estrutura secundaria. As hélices 4, 5, 8 e 9 sdo apresentadas na
cor verde, a hélice 12 em laranja, as demais hélices em azul e as fitas beta em amarelo. (b)
Representacao da superficie do PPARg complexado a um derivado do acido indolacético. Corte da
proteina ao nivel do centro do sitio de ligacdo para mostrar o formato em Y do bolso de ligacao,
constituido por uma entrada (entrance, em vermelho) que se estende a partir da superficie da
proteina e origina duas ramificaces (arm I, em azul, e arm II, em verde) *.

Os bolsos de ligagdo dos PPARs -a e -gsao semelhantes e maiores que o do
PPARb/d “°. Essa diferenca sugere que o tamanho do bolso de ligacdo poderia
contribuir para a maior especificidade observada para ligantes de PPARDb/d, e
poderia também explicar o fato de um menor nimero de ligantes de desse isotipo ter
sido descrito até o momento #. O bolso de ligagdo do PPARa é significativamente

mais lipofilico que o dos outros dois isotipos, e essa caracteristica poderia contribuir
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também para a especificidade da ligacdo ao ligante, e talvez explicar a maior
capacidade de o PPARa se ligar a AG saturados mais lipofilicos “°. Apesar dessas
observacbes, é possivel que diferencas em um Unico aminoacido nos bolsos de
ligac&o dos trés isotipos de PPAR sejam os principais determinantes da seletividade

de um ligante por um dos isotipos do receptor %%

A hélice 12 do LBD dos PPARs contém a regido de transativacao dependente
de ligante denominada AF-2 %, e é estruturalmente dinamica. A ativacéo do receptor
por um ligante estabiliza o LBD em uma estrutura relativamente compacta e rigida,
em que a hélice 12 adquire uma conformacdo que promove a liberacdo de

correpressores e o recrutamento de coativadores %% 4% 42,

2.2.4 Ligantes enddgenos

Uma variedade de compostos lipidicos, como &cidos graxos nado saturados,
espécimes lipidicos oxidados, eicosandides e prostaglandinas ativa os PPARs, com
baixa afinidade de ligacdo, na faixa micromolar > % *3. Até 0 momento, no entanto,
ndo foi identificado um ligante endégeno com alta afinidade e especificidade por
cada isotipo de PPAR *.

E possivel que, diferentemente dos receptores enddcrinos cléassicos, os
PPARs ndo apresentem um ligante especifico fisiologicamente relevante, mas

22, 44

respondam a lipideos dietéticos e seus metabdlitos , Cujos niveis ndo séo

regulados por mecanismos simples de retroalimentac&do negativa %°.

Os PPARs séo, entdo, considerados sensores de lipidicos, cuja ativagao inicia
uma cascata metabdlica que mantém a homeostase lipidica por meio do controle da
transcricdo de genes envolvidos em metabolismo, armazenamento, transporte e

depuracéo de lipideos %°.

Ha uma série de vias possiveis de geracdo de mediadores lipidicos que
ativam os PPARs, incluindo a das lipoxigenases, cicloxigenases, citocromo P450 e
lipases #* *°. Diante da diversidade de condicdes fisioldgicas e patolégicas capaz de
ativa-las, e da variedade de AG e seus metabdlitos capaz de ativar os PPARs, tem

sido dificil definir a contribuicdo individual de cada um desses compostos para a
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biologia dos PPARs. Essa mesma variedade sugere que os PPARs estejam
envolvidos em funcgdes fisiolégicas diversas, incluindo metabolismo lipidico e de
carboidratos, resposta inflamatéria, funcdo vascular, reparo tecidual e diferenciacéo
e proliferacdo celular, e também em condicdes patoldgicas, entre elas dislipidemia,

HAS, DM2, inflamac&o crénica, cancer e aterosclerose %%

2.2.5 Distribuicao tecidual e funcéo fisiologica

Os PPARs séo implicados em processos celulares e sistémicos diversos 2°,
muito além da estimulacédo da proliferacdo de peroxissomos em roedores, processo
que deu origem & sua denominacdo ?°. Em concordancia com sua variedade de
funcbes fisioldgicas, os trés isotipos de PPAR apresentam padrdes de distribuicdo
tecidual amplos, embora o nivel de expresséo de cada isotipo seja tecido-especifico
. Esses receptores estdo envolvidos em processos fisiologicos distintos que,

integrados, garantem a coordenac&o do metabolismo energético > ** (figura 2.6).

Figado ) )
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. R Lipogénese ‘
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Oxidacio de AG
Resposta ao jejum 4
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Figura 2.6. Integracdo metabdlica pelos PPARs. Os trés isotipos de PPAR regulam a homeostase
lipidica e da glicose por meio de suas atividades coordenadas no figado, musculo esquelético e
tecido adiposo °.

2.2.5.1 Receptor alfa ativado por proliferadores peroxissomais

7

O PPARa € altamente expresso em tecidos com taxas elevadas de
catabolismo de AG e atividade peroxissomal, como figado, coragdo, rim, tecido

adiposo marrom e intestino %.

Apresenta papel critico para a regulacdo da
homeostase energética, por meio do controle da expressao de genes envolvidos em
vias de b-oxidagéo peroxissomal e mitocondrial, captacao de AG, catabolismo de TG

e cetogénese .

A ativacdo do PPARa no figado resulta em oxidacdo de AG, aumento da
gliconeogénese e da cetogénese, processos criticos para a adaptacdo ao jejum.
Durante o jejum prolongado, AG liberados do tecido adiposo e transportados para o
figado ativam o PPARa que, por sua vez, estimula a oxidacdo de AG para gerar
corpos cetdnicos e, assim, uma fonte de energia para os tecidos periféricos >. O
papel do PPARa na adaptacao ao jejum é reforcado pelo fenétipo de camundongos
com delecdo do gene que o codifica. Em jejum, esses animais apresentam
hipoglicemia, hipocetonemia, hiperlipidemia, hipotermia e deposicdo de AG no
figado *’. E possivel essa funcdo do PPARa tenha menor relevancia em humanos,
considerando a menor expressao do receptor no figado humano em relacdo a do
roedor *®, e o fené6tipo menos pronunciado de uma variante do PPARa com efeito

dominante negativo em humanos .

O PPARa também é importante para a regulacdo do metabolismo de
lipoproteinas. Sua ativagao resulta em reducgédo da producgdo de lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), aumento do catabolismo de lipoproteinas ricas em TG por
aumento da expressdo da lipase lipoprotéica (LPL) e aumento da expressédo das
apolipoproteinas Al e All, os principais componentes da lipoproteina de alta
densidade (HDL) *°. Acredita-se que esses efeitos favoraveis sobre o metabolismo
das lipoproteinas sejam o0s mecanismos que explicam as acdes benéficas de

agonistas sintéticos do PPARa, os fibratos, no tratamento da hipertrigliceridemia °.

Em modelos murinos de diabetes e dislipidemia, o catabolismo de AG pela

ativagdo do PPARa resulta em efeitos metabdlicos favoraveis, como reducédo dos
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niveis circulantes de TG, diminuicdo da deposi¢cdo de gordura no figado e masculo
esquelético, e melhora a sensibilidade insulinica e da funcdo de células beta
pancreéticas. A melhora da sensibilidade insulinica pela ativacdo do PPARa é
atribuida a reducéo do contetdo de lipideos em tecidos-chave da ac¢édo da insulina,
em especial o figado e o musculo esquelético °*. Em estudos in vivo, a ativacdo do
receptor também resulta em aumento dos niveis de HDL, por aumento da sintese
das apolipoproteinas Al e All *2.

O PPARa também esta presente em células endoteliais, células musculares
lisas e macréfagos da parede vascular, e nessas células parece ter efeitos

antiinflamatérios e anti-aterogénicos ° %3,

Em concordancia com os efeitos do PPARa observados em estudos in vitro e
em modelos animais, a ativacao do receptor pelos fibratos, utilizados na prética
clinica para tratamento de hipertrigliceridemia, resulta em reducdo das
concentragdes plasmaticas de TG, em efeitos antiinflamatérios e em protecdo

54

cardiovascular Seu efeito sobre a sensibilidade insulinica em humanos, no

entanto, nao foi ainda bem caracterizado °.

2.2.5.2 Receptor beta/delta ativado por proliferadores peroxissomais

O PPARDb/d, também conhecido simplesmente como PPARd, € o isotipo
menos caracterizado de PPAR, por ter sido clonado mais recentemente. Apresenta
expressao tecidual ampla, e seus niveis em alguns tecidos dependem de processos
como a proliferacéo e a diferenciacéo celular %.

Em concordancia com sua expressdo tecidual ampla, o PPARb/d esta

envolvido em processos fisiologicos diversos, entre eles o desenvolvimento da

55 56 I 55 55

e do intestino
55, 56

placenta , reparo tecidual >, mielinizacdo °°, regulacdo da

homeostase energética e da proliferacéo, diferenciacéo e apoptose celulares .

Os conhecimentos a respeito do papel do PPARb/d sobre a homeostase
energética aumentaram consideravelmente com o estudo de animais transgénicos.
Camundongos com delecdo do gene que codifica o PPARD/d apresentam tendéncia

a obesidade e resisténcia insulinica, ao passo que com a expressdo do PPARb/d
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constitutivamente ativo no tecido adiposo foi observada protecdo contra obesidade,
resisténcia insulinica, esteatose hepatica e dislipidemia induzidas por dieta
hiperlipidica *°. Os estudos com esses modelos animais sugeriram também que os
efeitos metabdlicos favoraveis da ativacao do PPARDb/d sao resultado da inducao da
expressdo de genes envolvidos em oxidagdo mitocondrial de AG e termogénese

adaptativa no tecido adiposo *.

A superexpressdo do PPARb/d no mdsculo
esquelético de camundongos também resulta em protecdo contra obesidade,
resisténcia insulinica e dislipidemia induzidas por dieta hiperlipidica *°. E observada
ainda predominancia de fibras de contracdo lenta na musculatura esquelética e

melhora da capacidade aerébica desses animais >°.

Os efeitos de agonistas do PPARb/d também sugerem acGes metabdlicas
favoraveis do receptor ativado. Em um modelo murino de obesidade, o tratamento
com agonista de PPARD/d resultou em protecdo contra ganho ponderal e resisténcia
insulinica induzidos por dieta hiperlipidica, atribuidos ao aumento da termogénese e

%8 Efeitos benéficos foram

do catabolismo de AG no muasculo esquelético
observados também em estudos com primatas, um modelo animal que apresenta
maior semelhan¢ca com humanos. O tratamento de macacos rhesus obesos com o
GW501516, um agonista potente de PPARb/d, resultou em reducdo dos niveis

plasmaticos de TG e aumento do colesterol HDL .

O PPARDb/d, assim como os outros isotipos de PPAR, é expresso em células
da parede vascular e em macrofagos, e sua ativagédo nesses tipos celulares diminui
a expressdo de genes que codificam proteinas pro-inflamatérias e apresenta efeito
protetor contra aterosclerose em modelos animais **. Por outro lado, um estudo
envolvendo mondcitos e macrofagos humanos mostrou, de forma inesperada, que o
PPARD/d apresenta atividade pro-inflamatéria nesses tipos celulares, e que essa
atividade foi sinérgica com a de dois potentes estimulos pré-inflamatdérios, o fator de

necrose tumoral alfa (FNTa) e o lipopolissacarideo *°.

2.2.5.3 Receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais

O gene que codifica o PPARg origina trés RNAs mensageiros, PPARdL,

PPAR® e PPAR@, com diferencas em sua extremidade 5 por utilizacdo de



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

20

promotores distintos e clivagem alternativa. O PPARgL e -g3 codificam a mesma
proteina, o PPARdL, e o PPARQ® codifica a isoforma PPAR@, que se distingue pela
presenca de 28 aminoéacidos adicionais na extremidade amino-terminal ** ® 2. A
extensdo do dominio de ativagdo independente do ligante torna o PPAR@® um

melhor ativador transcricional que o PPARgL %,

Diversos tipos celulares expressam baixos niveis de PPARglL, entre eles
adipdcitos, pneumdcitos, células epiteliais do célon, bexiga, mama e prostata,
células musculares cardiacas e esqueléticas, células vasculares e macrofagos. O
PPAR®, em contraste, é expresso seletivamente e em altos niveis no tecido

adiposo %% ?°,

A) Efeitos metabdlicos

O PPARg apresenta papel critico para a diferenciagdo e manutencao de
funcdes especificas de adipocitos, sendo considerado o efetor de uma cascata
transcricional que envolve também membros da familia de fatores de transcricéo
denominados proteinas de ligacdo ao amplificador CCAAT (C/EBPs) *, e que regula

25, 65

a expressdo de genes especificos do adipécito , como aqueles envolvidos em

armazenamento lipidico no tecido adiposo branco, e em dissipacdo de energia no

tecido adiposo marrom °¢ ¢’

O metabolismo lipidico esta intimamente relacionado ao da glicose, e o
PPARg representa uma das diversas conexdes entre esses eixos metabolicos > ®*. A
identificacdo do PPARg altamente expresso no tecido adiposo, como o alvo
molecular dos sensibilizadores insulinicos TZDs * foi uma das primeiras evidéncias
de ligacdo molecular entre o metabolismo lipidico e de carboidratos, e da

importancia do receptor para a regulagéo da homeostase da glicose.

O aumento da sensibilidade insulinica observado com a ativagdo do PPARg
parece envolver o remodelamento do tecido adiposo e a melhora de sua fungao

enddcrina, embora ainda ndo seja completamente compreendido.

A ativacdo do PPARg resulta em aprimoramento da capacidade de o tecido

adiposo subcutaneo armazenar lipideos, aumento da massa de tecido adiposo
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subcuténeo, e reducéo ou inalteracdo do tecido adiposo visceral. O remodelamento
do tecido adiposo promove o armazenamento lipidico em depdsitos menos sensiveis
a horménios lipoliticos, e sem acesso direto & circulacdo portal **. Com isso, ha
diminuic&o da exposicado do figado e do musculo esquelético a AG e, assim, reducao

da lipotoxicidade e melhora da resisténcia insulinica nesses tecidos °.

O aprimoramento da capacidade de armazenamento de lipideos pela ativacao
do PPARg é resultado do aumento da expressao de genes que codificam proteinas
envolvidas na sintese e armazenamento lipidico, como a proteina ligadora de acidos
graxos adipocitaria (FABP-A ou aP2), o receptor de lipoproteinas CD36, a LPL, o
transportador 1 de AG, a glicerol quinase, a proteina 1 ligadora do elemento
regulador de esterol, e a dessaturase 1 de estearoil-CoA °. A acdo coordenada
dessas proteinas determina a redistribuicdo dos lipideos corporais, com aumento do
contetdo de TG no tecido adiposo subcutaneo, reducéo da concentracéo circulante
de AG e TG, diminuicdo do conteudo de AG no figado e muasculo esquelético e,

assim, melhora da acéo insulinica nesses tecidos 68

O PPARg também influencia a liberagéo, pelo tecido adiposo visceral, de
moléculas capazes de influenciar a sensibilidade insulinica em tecidos a distancia. A
ativacao do receptor inibe a expressao de FNTa e resistina, que induzem resisténcia
insulinica no figado e muasculo esquelético, e estimula a producdo de adiponectina,
gue melhora a sensibilidade insulinica nesses tecidos > Além disso, a ativacéo do
receptor aumenta a infiltracdo do tecido adiposo por macréfagos alternativamente
ativados, com atividade antiinflamatéria, em detrimento dos classicamente ativados,

que expressam altos niveis de mediadores pré-inflamatérios °°.

Os macréfagos
alternativamente ativados parecem contribuir também para a diferenciacdo e o
remodelamento do tecido adiposo e, assim, poderiam representar outra forma com
que o PPARg regula esse processo °°. E possivel, ainda, que o receptor melhore
diretamente a acdo da insulina no tecido adiposo, por meio do aumento de
expressdo de proteinas intracelulares que modulam a via de sinaliza¢é@o insulinica,

como a proteina associada ao proto-oncogene c-Cbl (casitas B-lineage lymphoma)
70

Esses dados, em conjunto, indicam a importancia da atividade do PPARg no

tecido adiposo para a sensibilidade insulinica no préprio tecido adiposo e também no
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figado e no musculo esquelético. E possivel, no entanto, que o PPARg expresso
nesses outros tecidos também tenha papel na homeostase da glicose. Em modelos
murinos de resisténcia a insulina associada a lipodistrofia, € observada melhora da
acao insulinica em resposta as TZDs ainda que na auséncia de tecido adiposo
funcional ™, o que sugere o efeito benéfico da atividade do receptor em outros
tecidos. Estudos envolvendo delegéo seletiva do gene que codifica o PPARg
(PPARG) no figado, musculo esquelético e tecido adiposo de camundongos
reforcam a possibilidade de a expressdo do receptor em outros tecidos ser

importante para a homeostase da glicose.

Camundongos transgénicos com delecdo seletiva do PPARG no figado
apresentam dislipidemia, hiperglicemia, hiperinsulinemia e aumento da adiposidade.
Essas alteracdes séo atribuidas a diminuicdo da captacédo hepéatica de triglicerideos,
e indicam que a atividade do PPARg no figado é importante para a homeostase

lipidica e para a sensibilidade insulinica "%

A delecao seletiva do PPARG no musculo esquelético de camundongos, em
que o receptor é expresso em niveis muito baixos, resultou em hiperglicemia e
resisténcia insulinica no préprio musculo esquelético, e também no tecido adiposo e
no figado. O tratamento com TZDs nao melhorou a captacédo de glicose estimulada
por insulina, porém melhorou a hiperglicemia, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia
desses animais. Esses resultados indicam que, embora a agdo das TZDs sobre o
tecido adiposo e o figado seja suficiente para normalizar varios parametros
metabdlicos associados a resisténcia insulinica, o PPARg expresso no musculo
esquelético, ainda que em niveis muito baixos, € importante para a homeostase da

glicose e é possivelmente um sitio de acdo das TZDs .

A delecao especifica do PPARG no tecido adiposo de camundongos, depois
que esse tecido é formado, resultou em perda progressiva de gordura corporal,
hipertrigliceridemia, resisténcia hepatica a acdo da insulina e esteatose hepética.
Enquanto algum tecido adiposo ainda foi detectavel, esses animais apresentaram
sensibilidade insulinica normal no musculo esquelético, e ndo foram observadas
hiperglicemia ou hiperinsulinemia. O tratamento com rosiglitazona reverteu a
resisténcia insulinica no figado, porém ndo corrigiu a hipertrigliceridemia. Esses

resultados indicam que a disfuncdo do tecido adiposo resulta em elevacgédo do nivel
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circulante de TG e em alteracdes secundarias no figado, porém ndao no muasculo
esquelético, e que o PPARg no figado também pode contribuir para a melhora da

sensibilidade insulinica em resposta as TZDs ™.

Esses estudos denotam a importancia da comunicacgao intertecidual para a
manutencdo da homeostase energética. Embora os mecanismos da influéncia de
cada um desses tecidos sobre os outros ndo sejam compreendidos, possivelmente

envolvem a natureza enddcrina desses tecidos °.

Uma observacgédo interessante, e que acrescenta complexidade a biologia do
PPARg € a de que camundongos com delecédo heterozigota do PPARG sao mais
sensiveis & ac&o da insulina que camundongos selvagens ", e também resistentes a
obesidade e resisténcia insulinica induzidas por dieta hiperlipidica “°. As razées para
a melhor sensibilidade insulinica em dois estados opostos de atividade do PPARg,
sua ativacdo suprafisiolégica por um agonista e sua deficiéncia parcial, ndo séo
claras. A ativacao suprafisiolégica do PPARgcom rosiglitazona, em modelos animais
de obesidade e resisténcia insulinica, aumenta o contetdo de TG no tecido adiposo
branco, reduz seu conteddo no figado e masculo esquelético, e inibe a producéo de
adipocitocinas indutoras de resisténcia insulinica. O aparente paradoxo de melhora
da sensibilidade insulinica em uma situacdo de aumento da massa de tecido
adiposo é explicado pela melhora da fungdo endécrina e de armazenamento de
lipideos desse tecido. A diminuicdo da atividade do receptor pela delecéo
heterozigota do PPARG, em contrapartida, reduz a lipogénese e o contetdo de TG
no tecido adiposo, figado e masculo esquelético, por um mecanismo possivelmente
dependente do aumento da producdo de leptina, e aumenta a oxidacdo de AG.
Esses efeitos, por sua vez, melhoram a sensibilidade insulinica e simultaneamente
evitam o aumento da massa de tecido adiposo ’’. Dessa forma, por mecanismos
diferentes, a ativagdo do PPARg e a perda parcial da funcéo do receptor resultam
em aumento da sensibilidade insulinica, e isso poderia explicar a observacéo de que
tanto agonistas quanto antagonistas parciais do receptor apresentam atividade

sensibilizadora de insulina ",

O PPARg tem também papel importante na adipogénese e homeostase
metabdlica em humanos **. Um dos primeiros indicios de relac&o entre 0 PPARge o

tecido adiposo em humanos foi a identificacdo de que um polimorfismo do PPARG,
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caracterizado pela substituicdo de uma prolina por uma alanina no coédon 12

| ”° sensibilidade insulinica ®

(Prol2Ala) do PPAR®, esté associado a peso corpora
e risco de DM2 ®. Em diversas populacdes, a presenca da variante Ala associou-se
a protecao contra ganho ponderal e desenvolvimento de DM2, entre individuos com
peso normal "°. Estudos funcionais indicam que a presenca da alanina na posigéo 12
reduz a afinidade do PPARg pelo DNA e, assim, sua capacidade de ativar a

transcricdo de genes-alvo nos adipécitos °.

Esse resultado poderia explicar a
protecdo contra ganho ponderal, e € consistente com os dados de estudos
envolvendo modelos animais, em que a perda parcial de funcdo do receptor, por
meio de delecdo heterozigota do PPARG, resulta em melhora da sensibilidade

insulinica .

Em contraste com os efeitos discretos da variante Prol2Ala, mutacdes
heterozigotas raras envolvendo o LBD do PPARg com efeito dominante negativo,
sao identificadas em pacientes com fenétipo de lipodistrofia parcial, caracterizado
por perda da gordura subcutanea localizada nos membros e regido glatea, e
preservacdo relativa da gordura abdominal visceral e subcutanea, além de
resisténcia insulinica, DM de inicio precoce, HAS, esteatose hepdtica,
hipertrigliceridemia, colesterol HDL baixo e, no sexo feminino, sindrome dos ovarios
policisticos 8" 8. Portadores de mutacdes heterozigotas que comprometem a ligagéo
do PPARg ao DNA também apresentam essas caracteristicas fenotipicas, atribuidas
a capacidade de o receptor mutante ser translocado para o nucleo, interagir com
coativadores e, mesmo sem se ligar ao DNA, comprometer a fungcdo do receptor

normal, codificado pelo alelo ndo mutante .

Mutacdes que resultam em haploinsuficiéncia do PPARg, ou seja, em que 0
alelo mutante codifica uma proteina ndo funcionante, porém que ndo compromete a
funcdo da proteina codificada pelo alelo normal, também se manifestam por
lipodistrofia parcial e resisténcia insulinica 2. A interpretacdo das caracteristicas
fenotipicas associadas a deficiéncia parcial do receptor, na auséncia de efeito
dominante negativo da proteina mutada, € complexa quando se consideram 0s
resultados de estudos com animais, que indicam que a dele¢c&o heterozigota do

PPARG esta associada a aumento da sensibilidade insulinica. E possivel, em
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humanos, que mecanismos adicionais estejam envolvidos no desenvolvimento de

lipodistrofia e resisténcia insulinica nessa situagéo .

Sao descritas também em humanos muta¢cées que resultam em ganho de
funcdo do PPARg em que o receptor mutado € constitutivamente ativo, e que estéao
associadas a obesidade extrema °. Camundongos com mutacdo semelhante e
obesidade induzida por dieta hiperlipidica apresentam protecdo contra resisténcia

insulinica .

Esses dados, em conjunto, indicam a importancia da acdo do PPARg para o
desenvolvimento e funcdo do tecido adiposo, e para a regulagdo da homeostase
metabdlica humana, e sugerem que os distlrbios do metabolismo glicidico e lipidico
estejam relacionados a presenca de tecido adiposo disfuncional, e néo

simplesmente ao aumento ou reducdo da massa de tecido adiposo *.

B) Efeitos vasculares

O PPARg é expresso em diversas células da parede vascular, incluindo
células endoteliais, células musculares lisas e macréfagos . Nessas células, sua
ativagdo parece limitar a resposta inflamatoria e, especificamente no macréfago, o
PPARgtambém modula a homeostase lipidica, por meio do estimulo do transporte
reverso de colesterol %3,

Embora a importancia do receptor para a biologia vascular seja amplamente
reconhecida &', os efeitos cardiovasculares das TZDs em pacientes diabéticos séo

ainda controversos %, como sera comentado posteriormente.

2.3 Ligantes de PPAR e doencas metabdlicas humanas: dificuldades e

perspectivas

A diversidade de efeitos benéficos dos PPARs sobre a homeostase
energética e resposta inflamatéria os tornou alvos farmacolégicos atraentes no
tratamento de doencas metabdlicas humanas como o DM2, dislipidemia, obesidade

e doencas cardiovasculares 2 %°. Agonistas do PPARa e -gsao hoje aprovados para
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o tratamento de dislipidemia e DM2, respectivamente, e estudos pré-clinicos
sugerem beneficios de agonistas do PPARb/d em doencas metabdlicas. Apesar de
sua importancia terapéutica, a ativacao dos PPARs esta associada a uma variedade
de efeitos desfavoraveis, e as preocupacdes com esses efeitos tém direcionado
pesquisas para o desenvolvimento de uma nova geracdo de ligantes, capazes de
manter os efeitos benéficos da ativagcdo do receptor, porém evitar seus efeitos

desfavoraveis .

Requisitos bésicos para o desenvolvimento desses ligantes
incluem a compreensdo dos mecanismos envolvidos nos efeitos adversos da
ativacdo dos PPARs, e o reconhecimento da diferenca entre a agdo dos PPARs in
vivo, em condicdes fisioloégicas e de producdo de ligantes naturais, e os efeitos de

agonistas sintéticos %.

2.3.1 Ativacdo dos PPARs por agonistas sintéticos

2.3.1.1 PPARa

Agonistas de PPARa derivados do acido fibrico sdo utilizados na pratica
clinica ha algumas décadas, antes mesmo de o receptor ter sido identificado como
seu alvo molecular ®2. S&o agentes efetivos para o tratamento de dislipidemia, em
particular as formas caracterizadas por elevagdo de lipoproteinas ricas em TG e
reducdo do colesterol HDL, tipicamente associadas ao DM2 e a sindrome

metabdlica ©°.

A ativacdo do PPARa parece resultar também em efeitos favoraveis sobre o
aparelho cardiovascular, independentes de seus efeitos sobre o perfil lipidico. Em
modelos animais, sdo observados efeitos antiinflamatérios e antiateroscleréticos da
ativacdo do receptor *. Alguns ensaios clinicos sugerem esses beneficios também
em humanos. A utilizacdo de fibratos parece reduzir a incidéncia de eventos
cardiovasculares, particularmente em individuos com dislipidemia e DM2, grupo com

risco elevado de mortalidade por doenca cardiovascular .

Apesar de seus beneficios, alguns efeitos adversos estdo relacionados a

ativacdo do PPARa em humanos, entre eles miopatia e rabdomidlise, elevacéo da
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concentracdo plasmética de creatinina e homocisteina, colelitiase e disturbios
gastrointestinais. Esses efeitos sao raros, porém devem ser considerados relevantes
diante da expectativa do desenvolvimento de agonistas mais potentes do receptor .
Em modelos animais, ha dados sugestivos de que o PPARa possa apresentar papel
no desenvolvimento de cardiomiopatia. Camundongos com superexpressdo do
PPARa restrita ao miocéardio apresentam perfil metabdlico semelhante ao observado
no DM, caracterizado por aumento da taxa de oxidacdo de AG e reducdo da
captacao e oxidacdo de glicose, e outras caracteristicas de cardiomiopatia diabética,
como hipertrofia ventricular e disfuncao ventricular sistolica % Além disso, em um
modelo murino de cardiomiopatia, o tratamento com fenofibrato resultou em piora da
funcéo cardiaca % Nao esta definido, contudo, se esses efeitos estdo associados a
proliferagdo peroxissomal induzida pelo PPARa, observada exclusivamente em
roedores, e ndo em humanos. Entretanto, ainda que ndo haja evidéncias conclusivas
de cardiotoxicidade com o uso de fibratos na pratica clinica, a monitoracdo da

funcdo cardiaca pode ser importante em pacientes tratados com esses agentes *°.

2.3.1.2 PPARDb/M

O desenvolvimento de agonistas do PPARb/d é mais recente, e sua avaliagdo
encontra-se em fase pré-clinica. Em modelos animais de obesidade, resisténcia
insulinica e dislipidemia, a ativacdo seletiva do PPARb/d melhora o perfil lipidico e
promove o transporte reverso de colesterol *, e em macacos obesos foram
observados aumento do nivel plasmatico de colesterol HDL e redugdo dos niveis de
TG, VLDL e insulina ®°. Esses resultados indicam que agonistas desse isotipo de
PPAR poderiam ser Uteis para o tratamento de dislipidemia e aterosclerose

relacionadas a obesidade e resisténcia insulinica .

Em razdo dos efeitos favoraveis da ativacdo do PPARb/d sobre o colesterol
HDL e, assim, potencialmente sobre a aterogénese, ligantes desse isotipo de PPAR
tém sido intensamente estudados. O efeito desses ligantes foi avaliado em estudos
clinicos de curta duracdo envolvendo pacientes com obesidade central e

dislipidemia, e foram observados bons resultados sobre parametros relacionados a
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98

sindrome metabdlica Os agonistas de PPARb/d, no entanto, ndo foram

extensivamente avaliados quanto & sua seguranca .

2.3.1.3 PPARg

Agonistas de PPARgda classe das TZDs séo utilizados como sensibilizadores
insulinicos no tratamento do DM2, e foram avaliados como terapia para outras
condi¢cdes associadas a resisténcia insulinica, incluindo doenca hepética gordurosa

nao alcodlica, sindrome dos ovarios policisticos e lipodistrofias, com bons resultados

99 100 101

Estudos com modelos animais e com humanos também indicam seu

potencial antiaterogénico.

Embora estejam entre os antidiabéticos orais mais potentes ** 1%

89, 102

, a utilizacao
das TZDs esta associada a diversos efeitos adversos que podem ser ligante-
especificos, ou entdo efeitos de classe 8 O efeito adverso melhor caracterizado
como ligante-especifico é a hepatotoxicidade idiosincratica observada com o uso da
troglitazona, que motivou a suspensao de sua comercializacdo. Efeitos de classe,
comuns a todas as TZDs, incluem ganho ponderal por aumento da adiposidade,

44,89 com insuficiéncia

edema, hemodiluicdo e expansdo do volume plasméatico
cardiaca (IC) em até 15% dos pacientes **. Outros efeitos adversos possiveis da
utilizacdo das TZDs para o tratamento de doencas cronicas ndo sao conhecidos, e
recentemente esses farmacos foram associados a aumento do risco de eventos

cardiovasculares e perda de massa 6ssea *.

E importante ressaltar que ha dados sugestivos de que alguns dos efeitos
benéficos e também desfavoraveis das TZDs sejam independentes da ativacao do
PPARg Entre os efeitos benéficos atribuidos a mecanismos independentes do
receptor, incluem-se a regulacdo negativa da expressdo de genes que codificam
proteinas pré-inflamatérias, como o FNTa e a interleucina 6 (IL-6) %.
Recentemente, foi observado que a pioglitazona se liga a uma proteina na
membrana externa da mitocondria, denominada mitoNEET, implicada na regulagéo
da cadeia transportadora de elétrons, metabolismo do ferro e fosforilagdo oxidativa.
O papel dessa proteina sobre a homeostase energética, ou como mediadora dos

efeitos das TZDs, no entanto, ainda ndo é conhecido **,
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2.3.1.4 Tiazolidinedionas, ganho ponderal e adipogénese

Ganho ponderal é observado com a utilizacdo de todas as TZDs, tanto em
modelos animais quanto em estudos clinicos. Parte dele é relacionada a retencéo
hidrica induzida por esses farmacos °, porém também estéo envolvidos o aumento
da adipogénese e a redistribuicdo do tecido adiposo, com aumento do tecido

adiposo subcutaneo e reducéo ou inalteracéo do visceral 1%

O aumento da massa gordurosa corporal total relacionado as TZDs, no
entanto, ndo é considerado deletério, uma vez que a reducao da massa de tecido
adiposo visceral tem impacto metabdlico favoravel por reducdo da resisténcia
insulinica e do estado pré-inflamatério a ela associado *°°. E questionavel, contudo,
se 0 aumento da adipogénese e redistribuicdo da gordura corporal induzidos pelas
TZDs sejam necessarios para seus efeitos antidiabéticos. A modulacdo, pelo
PPARg da comunicacdo entre o tecido adiposo e outros tecidos criticos para a
homeostase energética parece ser mais importante para o aumento da sensibilidade
insulinica. A ativacdo do receptor induz a expressao de adiponectina, um potente
sensibilizador insulinico enddgeno, e reduz a expressdo de produtos secretorios do
adipécito que comprometem a agdo da insulina em outros tecidos, entre eles a
resistina, 0 FNTa e a IL-6 %. HA evidéncias de gue moduladores seletivos da
atividade do receptor sejam capazes de dissociar os efeitos do PPARg sobre a
adipogénese daqueles sobre a sensibilidade insulinica, o que poderia, clinicamente,

resultar em efeitos antidiabéticos na auséncia de aumento da gordura corporal total
78

2.3.1.5 Tiazolidinedionas e aparelho cardiovascular

A utilizacdo clinica das TZDs estd associada a uma seérie de efeitos
cardiovasculares desfavoraveis, e em uma metandlise recente foi observado

aumento do risco de infarto do miocéardio relacionado ao uso da rosiglitazona °.
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A) Retencdo hidrica e insuficiéncia cardiaca

7

A retencdo hidrica observada com a utilizacdo das TZDs é resultado do
aumento da reabsorcédo renal de sédio e agua, por vias dependentes de PPARg no

107

néfron Entretanto, seus mecanismos exatos sao ainda controversos e vias

adicionais, independentes do receptor, podem também estar envolvidas °.

Edema periférico € observado em 10 a 15% dos pacientes, sobretudo
naqueles em uso de insulina. O aumento da pressdo luminal na microvasculatura,
secundario a retencdo hidrica, parece ser o principal mecanismo, porém efeitos
diretos das TZDs sobre o endotélio, com aumento da permeabilidade vascular,

também tém sido implicados *°.

Diversos estudos clinicos indicam aumento da incidéncia de IC entre

pacientes tratados com TzDs %

, € esse efeito adverso é atribuido a retencao
hidrica relacionada a esses agentes. Nao ha evidéncia de toxicidade cardiaca direta
das TzDs *°. De fato, estudos com animais indicam efeitos benéficos da acéo direta

111,112 & ensaios

do PPARg no coracdo em modelos variados de lesdo cardiaca
clinicos indicam tendéncia de melhora da funcao cardiaca com o uso prolongado de

TzDs .

A retencao hidrica é, assim, um efeito adverso limitante das TZDs, e esse
aspecto deve ser considerado critico para o desenvolvimento de novos ligantes de
PPARg®.

B) Eventos cardiovasculares

As alteracbes metabdlicas observadas com a ativacdo do PPARg como
aumento da sensibilidade insulinica, reducdo da glicemia e da concentracdo
circulante de AG livres ndo esterificados, assim como a melhora da funcédo

enddcrina do tecido adiposo, apresentam impacto positivo sobre a fungéo vascular
87
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Ha evidéncias também de que o PPARg esteja diretamente implicado na
biologia vascular, e que participe de processos importantes para o desenvolvimento
e progressdo de aterosclerose ®. O receptor é expresso em macréfagos, células
endoteliais e células musculares lisas na parede vascular normal ** e em lesées
ateroscleréticas ™, e foi inicialmente relacionado a aterosclerose pela identificagéo
de que ¢é ativado por derivados de LDL, e esta envolvido na regulacéo da captacdo e
efluxo de lipideos por macréfagos e na regulacdo da formacdo de células

espumosas na parede vascular **°.

A ativacdo do PPARg em macréfagos da parede vascular regula
positivamente a expressdo do receptor “scavenger” (SR) CD36, responsavel pela

captacdo de LDL *°

, € promove a diferenciacdo de macrofagos em células
espumosas em cultura **’. O PPARgtambém induz a express&do do LXRa, um RN
que estimula a expressao do transportador ABCA1l (“ATP-binding cassete Al”),
responsavel pelo o efluxo de colesterol no macréfago 8. Além disso, inibe a
expressdo do SR classe A, um transportador de membrana envolvido na captagéo
de colesterol **°. Uma hipétese unificadora diante desses efeitos aparentemente
divergentes do PPARg é a de que o aumento da captacéo e do efluxo de colesterol
nos macrofagos da parede vascular com a ativacéo do receptor teria como resultado
final reducdo de acumulo do LDL oxidado na parede vascular e, assim, efeitos

antiaterogénicos *%°.

E possivel também que os efeitos benéficos do PPARg sobre a parede
vascular ocorram por mecanismos independentes do metabolismo lipidico local. No
macrofago, o receptor inibe a expressdo de genes que codificam proteinas com

atividade pré-inflamatéria **°

, € recentemente foi identificado como um regulador-
chave da polarizacéo dessas células em macrofagos ativados alternativamente, com
papel antiinflamatério, em detrimento de macrofagos ativados classicamente, que
produzem citocinas pré-inflamatérias e radicais livres de oxigénio ***. Outros tipos
celulares na parede vascular parecem também mediar os efeitos antiaterogénicos da

ativacdo do PPARg, o que reforca sua complexidade ¥'.

O potencial antiaterogénico de agonistas de PPARg tem sido sugerido em

100, 122

estudos com modelos animais de aterosclerose , e também em ensaios

clinicos envolvendo o tratamento de pacientes diabéticos com TZDs *#*. Nos estudos
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com animais, o efeito antiaterogénico de ligantes de PPARgé observado mesmo em
presenca de deficiéncia insulinica, e parece ser resultado de melhora da funcao
endotelial, reducao da proliferacdo e migracdo de células musculares lisas, reducéo
da producdo de citocinas por macrofagos e efluxo de colesterol. Esses resultados
indicam protecéo vascular pela ativagdo do PPARg independentemente da reducao

da insulinemia, e sdo consistentes com efeitos vasculares diretos do receptor 100

Ndo esta claro, contudo, quais desses efeitos benéficos de agonistas do
PPARg sobre a vasculatura sdo dependentes e quais sdo independentes do
receptor, uma vez que ligantes sintéticos (TZDs) e enddgenos (15-desoxi-
D*?prostaglandina J,) apresentam efeitos independentes do PPARg, entre eles a

regulacdo negativa da expresséo dos genes que codificam o FNTa e a IL-6 %,

Apesar de estudos in vitro, com modelos animais e até mesmo em humanos
indicarem efeitos favoraveis de agonistas do PPARg sobre a funcdo vascular, os
efeitos cardiovasculares das TZDs tornaram-se alvo de intensa discussdo. Em uma
metanalise recente, o tratamento com rosiglitazona foi associado a aumento do risco
de infarto do miocéardio e mortalidade por causas cardiovasculares °. Um estudo
semelhante mostrou também aumento da incidéncia de infarto do miocéardio
associado a rosiglitazona, embora ndo tenha sido observado aumento do risco de
mortalidade cardiovascular ***. Ainda que as limitagdes de metanalises sejam
inquestionaveis, e que o aumento do risco de eventos cardiovasculares graves nao
tenha sido confirmado por uma analise interina de um estudo prospectivo para
investigacdo da influéncia da rosiglitazona sobre eventos e mortalidade
cardiovasculares *?°, esses resultados devem ser valorizados, sobretudo quando se
considera que o impacto cardiovascular negativo foi observado em pacientes com
DM2, uma condicdo que por si sO representa um fator de risco para doenca

cardiovascular.

Os mecanismos determinantes do aumento do risco de infarto do miocardio
associado as TZDs ndo sdo conhecidos. E possivel que esse seja um efeito
especifico da rosiglitazona e, portanto, ndo represente efeito de classe. No estudo
PROactive, o tratamento com pioglitazona foi associado a redugdo do risco
combinado de infarto agudo do miocérdio, acidente vascular cerebral e mortalidade

em 16%, entre pacientes diabéticos de alto risco cardiovascular 126 Além disso, em
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uma metanalise recente, foi observado que a pioglitazona reduziu a mortalidade por

doenca cardiovascular, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral 127,

As razbes para os efeitos distintos das duas TZDs, rosiglitazona e
pioglitazona, também nao estéo definidas. A utilizacdo da pioglitazona é associada a
reducdo da concentracdo plasmatica TG e colesterol LDL, aumento do colesterol
HDL, e aumento do tamanho das particulas de colesterol LDL quando comparada a
da rosiglitazona '*®. Essas diferencas poderiam explicar pelo menos em parte suas
influéncias cardiovasculares distintas, embora a rapidez com que 0s eventos
cardiovasculares desfavoraveis foram observados nos estudos clinicos com
rosiglitazona torne improvavel que somente modificacbes do perfil lipidico estejam
implicadas nessas diferencas. Para compreender melhor os mecanismos envolvidos
nos efeitos cardiovasculares desfavoraveis das TZDs e a possivel diferenca entre a
rosiglitazona e a pioglitazona, € importante identificar se ha diferengcas entre os
efeitos vasculares e miocardicos de cada uma delas, e, ainda, se o efeito da

rosiglitazona é dependente da ativacéo do PPARg®’.

2.3.1.6 Tiazolidinedionas e homeostase esquelética

Estudos clinicos observacionais indicam que o DM2 estd associado a
aumento da fragilidade esquelética, embora o0s pacientes frequentemente
apresentem aumento do indice de massa corporal, considerado fator protetor 6sseo,
e densidade mineral 6ssea normal ou elevada '*°. A ativagéo do PPARg pelas TZDs,
no tratamento da doenca, também vem sendo associada a comprometimento da
salde esquelética, e por isso os efeitos de agonistas do receptor sobre a

homeostase esquelética vém sendo extensamente investigados.

O PPARg é expresso em células mesenquimais progenitoras da medula

6ssea ¥, osteoblastos *** e em precursores hematopoiéticos de osteoclastos **2.

Osteoblastos e os adipdcitos tém origem da mesma célula mesenquimal
progenitora, e estudos in vitro sugerem que agonistas do PPARg promovem, na

medula éssea, adipogénese em detrimento da osteoblastogénese, com o potencial



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

34

de reducado da formacédo 6ssea **. E possivel também que a ativacéo do receptor

nos osteoblastos induza a apoptose de osteoblastos **2.

Estudos com modelos animais confirmam o impacto negativo da ativagdo do
PPARgsobre o osteoblasto. Em camundongos, o tratamento com TZDs associa-se a
comprometimento da diferenciacdo de células progenitoras em osteoblastos **,
reducdo da densidade mineral 6ssea e comprometimento da microarquitetura 6ssea,

além de aumento da adiposidade na medula 6ssea

Em contrapartida,
camundongos com delegao heterozigota do PPARG apresentam aumento da massa
0ssea e da osteoblastogénese, e remodelacdo 6ssea normal, o que reforgca o papel

antiosteogénico do PPARg**°.

Ha indicios de que as acdes pré-adipogénicas e antiosteoblastogénicas do
PPARg ativado sejam mediadas por vias moleculares distintas, e que possam ser
moduladas diferentemente, de acordo com a natureza do ligante 136 A netoglitazona,
um modulador seletivo do receptor, induziu a adipogénese e inibiu a
osteoblastogénese in vitro de forma menos eficaz que a rosiglitazona. In vivo, esse
ligante apresentou efeito sensibilizador insulinico e pro-adipogénico sem interferir
com a diferenciacdo de células mesenquimais progenitoras da medula 6ssea em

osteoblastos **’.

O efeito de agonistas do PPARg sobre os osteoclastos é ainda pouco
conhecido. Estudos in vitro sugerem que a ativagcdo do receptor reduza a
osteoclastogénese **8. A delecéo seletiva e homozigota do PPARG em osteoclastos
de camundongos resultou em comprometimento da diferenciagdo de osteoclastos,
reducdo da remodelacao 6ssea e aumento da massa e densidade mineral dsseas.
Nesse mesmo estudo, o tratamento de camundongos selvagens com rosiglitazona
aumentou a diferenciagéo de osteoclastos. Esses resultados sugerem que o PPARg
seja um importante modulador da diferenciacdo de precursores hematopoiéticos em

osteoclastos, e de sua funcéo de remodelacéo 6ssea **.

A utilizac&o das TZDs também tem sido associada a impacto negativo sobre a
homeostase esquelética em humanos. Esse efeito € observado com a pioglitazona e
com a rosiglitazona e tem, portanto, sido considerado um efeito de classe das TZDs.

O Estudo de Saude ABC (Health ABC Study), um estudo observacional prospectivo
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com duracdo de quatro anos, que incluiu individuos norte-americanos com média de
idade de 73 anos, mostrou perda 6ssea acelerada em diversos sitios esqueléticos
entre mulheres diabéticas tratadas com TZDs **°. Em um estudo observacional
retrospectivo, envolvendo 32 homens diabéticos, o tratamento com rosiglitazona
durante 16 semanas foi associado a perda 6ssea acelerada ***. Um ensaio clinico
randomizado, em que foram incluidas mulheres saudaveis no periodo pos-
menopausa, mostrou que o uso da rosiglitazona durante 14 semanas resultou em
reducdo dos marcadores de formacdo 6ssea e da densidade mineral 6éssea, sem

11 Esses resultados sugerem o

alteracdo dos marcadores de reabsorcdo Ossea
impacto negativo e de curto prazo das TZDs em doses clinicamente relevantes, e
indicam um padrdo de alteragcdo do metabolismo ésseo caracterizado por reducao
da formacdo Ossea sem comprometimento da reabsor¢cdo, consistente com

resultados de estudos in vitro e em modelos animais.

Esses dados reforcam o impacto deletério da ativacdo do PPARg sobre a
homeostase esquelética *?, e sugerem que abordagens farmacolégicas favoraveis
em relacao a homeostase da glicose e esquelética tendo como alvo o PPARg seriam
aquelas capazes de manter os efeitos favoraveis de sensibilizacdo insulinica, sem
apresentar os efeitos adversos sobre a massa 6ssea observados com a ativacao do

receptor *.

2.3.1.7 Ativacéo dos PPARs e carcinogénese

O efeito de agonistas de PPAR sobre a carcinogénese € ainda bastante
controverso “. A ativacdo do PPARa em roedores esta associada a proliferacdo
peroxissomal, hepatomegalia e carcinoma hepatocelular ***. Esse efeito, entretanto,
€ especifico para essa espécie, e em primatas ndo humanos e humanos nao ha
evidéncias de que ligantes de PPARa apresentam potencial carcinogénico ***. O
efeito da ativacao do PPARDb/d e -gsobre a carcinogénese, no entanto, € um assunto

bastante discutido.

As acbes do PPARD/d sobre o desenvolvimento de neoplasias ainda néo
foram extensamente avaliadas 2. Em camundongos com mutac&o inativadora do

gene de supressao tumoral APC (adenomatous polyposis coli), com predisposi¢céo a
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polipose intestinal, o tratamento com um agonista de PPARDb/d resultou em aumento
do nimero e tamanho de polipos intestinais, embora nao tenha sido determinado se
esse efeito foi dependente do receptor **°. Outro estudo envolvendo camundongos
com delecdo heterozigota do APC, e com ou sem dele¢cdo do gene que codifica o
PPARDb/d, mostrou que o tratamento com um agonista do PPARb/d reduziu o nimero
de pdlipos coldnicos na presenca do receptor, porém nao em animais com delecdo
do gene que o codifica **®. O papel do receptor e de seus agonistas ndo esta,

portanto, definido.

O efeito da ativacdo do PPARg sobre desenvolvimento de tumores também
ndo é conhecido. Estudos in vitro indicam que agonistas do PPARg apresentam
efeito antiproliferativo **’. Estudos in vivo sugerem a participacdo do PPARg no
desenvolvimento de tumores em diferentes tecidos de roedores, embora seja
discutido se o seu papel é protetor contra carcinogénese, ou promotor do
desenvolvimento de tumores 2. N&o esta claro também se a influéncia de agonistas
do receptor sobre a tumorigénese ocorra por mecanismos dependentes ou

independentes do PPARg .

Outro ponto de questionamento é se o efeito
observado em modelos animais, em sua maioria de roedores, ocorreria também em
humanos '*°, uma vez que estudos clinicos de fase IV ndo evidenciaram potencial

tumorigénico de agonistas de PPARgem humanos .

Diante de dados insuficientes para descartar a possibilidade de
carcinogénese em humanos, o FDA (Food and Drug Administration) recomenda que
ensaios clinicos com ligantes de PPAR e com duragdo superior a 6 meses sejam
precedidos de estudos de carcinogenicidade em roedores com duragcao minima de 2

anos *°.

2.3.1.8 Novos ligantes de PPAR

A capacidade de cada um dos isotipos de PPAR modular diferentes vias
metabdlicas que, integradas, regulam a homeostase energética e a resposta
inflamatdria, assim como a semelhanca estrutural entre os PPARs, tém aumentado o
interesse pelo desenvolvimento de agonistas capazes de ativar simultaneamente o

PPARa, e -g ou simultaneamente os trés isotipos de PPAR, com o objetivo de se
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combinarem os efeitos favoraveis de cada um deles ***. Outra perspectiva, originada
da ampliagdo dos conhecimentos sobre farmacologia dos PPARs, é o
desenvolvimento de ligantes capazes de modular a atividade dos PPARs de forma

especifica e tecido-seletiva *>*.

A) Agonistas duplos e panagonistas de PPAR

As estratégias iniciais de desenvolvimento de ligantes de PPAR estavam
direcionadas a compostos que atuassem como agonistas potentes e especificos de
um dos trés isotipos do receptor **2. Com o aumento dos conhecimentos sobre a
funcdo dos PPARs, aumentou o interesse por ligantes que pudessem ativar mais de
um dos trés isotipos simultaneamente, como uma estratégia para se combinarem 0s
efeitos benéficos da acédo dos diferentes isotipos de PPAR e, assim, serem obtidos
efeitos terapéuticos mais amplos, particularmente para o tratamento da hiperglicemia
e da dislipidemia no DM2 '°2. Com isso, muitos esforgos foram direcionados ao
desenvolvimento de agonistas duplos de PPARa e -g, e de agonistas simultaneos de
PPARa, -b/d e -g ou panagonistas de PPARs %, com o reconhecimento da
dificuldade em determinar que razédo de atividade agonista de cada um dos isotipos
resultaria em efetividade terapéutica 6tima, e da possibilidade de efeitos sinérgicos
ou antagonistas sobre a eficacia ou toxicidade da ativacdo de cada um dos isotipos
de PPAR %,

Até o momento, foram desenvolvidos alguns agonistas duplos de PPARa e -g,
com efeitos hipolipemiante e anti-hiperglicemiante em modelos animais comparaveis
aos de agonistas seletivos de PPARa e -g Dois deles, o muraglitazar e o
tesaglitazar, foram avaliados também em ensaios clinicos de fase Il envolvendo
pacientes com DM2 *** ' O muraglitazar apresentou atividade sensibilizadora

insulinica e hipolipemiante promissora *>*

, e foi o primeiro agonista duplo a ser
considerado para aprovacao pelo FDA. Entretanto, apos a divulgacdo dos resultados
de uma metanalise em que sua utilizacdo foi associada a aumento do risco de
eventos cardiovasculares, a decisdo do FDA foi reconsiderada, e a sua utilizagao
descontinuada *2. O tesaglitazar também apresentou atividade anti-hiperglicemiante

e hipolipemiante em ensaios clinicos, porém os estudos com esse composto foram
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descontinuados por preocupacfes relacionadas ao aumento do nivel sérico de
creatinina *°. Outros agonistas duplos de PPARa e -g foram descontinuados ainda
em estudos pré-clinicos, diante de resultados de avaliacdo toxicolégica de longo

prazo em animais .

Grande parte dos compostos descontinuada apos os resultados de estudos
pré-clinicos ou de ensaios clinicos compartilha alguns efeitos adversos. Entretanto, a
razdo para a descontinuacdo foi sempre composto-especifica, e com isso é dificll
assegurar que os efeitos adversos que motivaram sua descontinuagdo tenham sido
relacionados a ativagcdo do PPARg -a ou de ambos, ou devidos a efeitos
independentes da ativacdo de PPARs %°. Embora ndo possa ser excluido efeito
toxico sinérgico da ativagdo dos dois isotipos, € possivel que esses efeitos estejam
relacionados a superativacdo do PPARg A maioria dos agonistas duplos apresenta
maior afinidade pelo PPARge se comporta como agonista completo desse isotipo de
PPAR quando comparada ao composto referéncia rosiglitazona. Sua afinidade pelo
PPARa é menor, e é observada inducéo de cerca de 50% da ativacao transcricional

maxima observada com o fenofibrato °.

B) Moduladores seletivos do PPARg

O envolvimento do PPARgem diversos processos fisiolégicos, em particular o
metabolismo lipidico e a resposta inflamatoéria, tornou o desenvolvimento de
agonistas desse receptor uma estratégia promissora para o tratamento de doencas
metabdlicas humanas. Essas mesmas caracteristicas, em conjunto com o amplo
padrdo de expressdo do PPARg no entanto, também representam desvantagens,
uma vez que a ativagao suprafisiolégica do receptor por agonistas poderia aumentar
0 risco de efeitos adversos em tecidos ou tipos celulares ndo envolvidos nessas
doencas **°. De fato, diversos efeitos adversos s&o descritos em associacdo com a

utilizacdo das TZDs.

Uma estratégia para reduzir os efeitos adversos associados a ativagdo ampla
do PPARg é o desenvolvimento de ligantes capazes de regular diferentemente os
genes relacionados aos efeitos benéficos do receptor sobre a homeostase

energética e os genes relacionados aos efeitos adversos, ou seja, ligantes que
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mantém atividade sensibilizadora de insulina, porém sem os efeitos adversos

observados com a utilizagio de agonistas completos do receptor %°.

Compostos com esse perfil de acdo, ou moduladores seletivos do PPARg,
tipicamente combinam propriedades funcionais de um agonista parcial do receptor e
a capacidade de recrutar distintamente determinados correguladores. O resultado
disso é a modulacéo da expressdo génica de forma tecido- e promotor-especifica, e

a discriminacéo entre os efeitos benéficos e adversos da ativacdo do PPARg™’.

Entre os varios compostos descritos como moduladores seletivos do PPARg,
89

somente alguns foram bem caracterizados do ponto de vista molecular ™, e
apresentaram efeitos sensibilizadores insulinicos in vivo comparaveis aos da
rosiglitazona, sem resultar em ganho ponderal **®. O metaglidasen foi o primeiro
modulador seletivo de PPARg estudado em humanos. Os resultados dos estudos de
fase Il foram divulgados em 2005, e incluiram melhora de pardmetros metabdlicos

sem os efeitos adversos de retencéo hidrica e ganho ponderal °.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade farmacolégica de benzilideno- e acridinilideno-

tiazolidinedionas no receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a atividade agonista do GQ-16 nos PPARa, -b/d e -ge no RXRa.
Investigar a atividade antagonista do GQ-16 no PPARg

Determinar a afinidade do GQ-16 pelo PPARg.

Investigar a conformacgé&o do LBD do PPARg na presenca do GQ-16.

Investigar a influéncia do GQ-16 sobre a interacdo do PPARg com o

coativador 1 de receptor esteroidal (SRC-1).

Investigar o potencial adipogénico do GQ-16.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O GQ-16 e os outros compostos sintéticos testados foram cedidos pelo Prof.
Ivan da Rocha Pitta (Universidade Federal de Pernambuco), e a sintese do GQ-16
foi previamente descrita **°. A rosiglitazona foi obtida da Cayman Chemicals (Ann
Arbor, MI). O bezafibrato, &cido retindico 9-cis, troglitazona, pioglitazona,
isometilbutilxantina, dexametasona, insulina e 6leo vermelho O foram obtidos da
Sigma (St. Louis, MO). A [*H]rosiglitazona foi obtida da American Radiolabeled
Chemicals (St. Louis, MO). Os anticorpos anti-FABP-A e anti-GAPDH foram obtidos
da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

4.2 Plasmideos

Para os ensaios de gene reporter, foram utilizados os plasmideos de
expressdo de RN (pcDNA3-PPARa, pcDNA3-PPARDb/d, e pcDNA3-PPARg e o
pCMX-RXRa), e a construcdo contendo o gene repoérter da luciferase dirigido pelo
promotor minimo (sequéncia -32 a +45) da quinase de timidina (TK) do virus herpes
simples e pela sequéncia DR-1 (DR1-TK-Luc). Foram utlizados também o
plasmideo contendo um receptor quimérico constituido pelo LBD do PPARg
fusionado ao DBD do fator de transcricdo de leveduras GAL4 (LBD-PPARgDBD-
GAL4) e o plasmideo contendo o gene reporter da luciferase dirigido pelo promotor
minimo do adenovirus Elb e por uma sequéncia com cinco sitios de ligacao do

GAL4 (UASsx-Luc), cuja construgéo foi descrita anteriormente .

Foi também utilizado o plasmideo de normalizacdo pCMV-bgalactosidase
(pCMV-bgal), que contém o gene que codifica a enzima b-galactosidase dirigido pelo

promotor do virus Simian 40, com atividade constitutiva *°*.

Para a expressao do LBD-PPARgem bactérias, como uma proteina fusionada

a cauda polihistidina, foi utilizado o plasmideo pET28a-His-LBD-PPARg Os detalhes

de sua construgdo foram descritos anteriormente 2
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Para a expressédo de proteinas de fusdo com glutationa S-transferase (GST)
em bactérias, foram utilizados os plasmideos pGEX (Pharmacia Upjohn®) e pGEx-
SRC-1 (381-882), contendo os genes que codificam a proteina GST e a proteina de
fusdo GST-SRC-1, respectivamente. A construgcdo desses plasmideos foi

previamente descrita 3.

4.3 Cultura de células

Pré6-mondcitos humanos U-937, obtidos do Centro de Cultura de Células da
Universidade da Califérnia em S&o Francisco, foram cultivados em meio de cultura
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640, contendo 2 nM de glutamina, 50 U/mL
de penicilina, 50 ng/mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino, em garrafas

de 75 cm? (Corninga )

Pré-adipdcitos murinos 3T3-L1 foram cultivados em meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contendo 2 nM de glutamina, 50 U/mL de
penicilina, 50 ng/mL de estreptomicina e 10% de soro neonatal bovino, em placas
para cultura de tecidos de 25 cm? (Corninga). Células mesenquimais murinas
C3H10T1/2 foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) contendo 2 nM de glutamina, 50 U/mL de penicilina, 50 ng/mL de
estreptomicina e 10% de soro fetal bovino, em placas para cultura de tecidos de 25
cm? (Corninga). Os pré-adipdcitos 3T3-L1 e as células mesenquimais C3H10T1/2
foram gentilmente cedidos pelo Dr. Keith Yamamoto (Universidade da Califérnia em

S&o Francisco).

Todas as culturas celulares foram mantidas em incubadoras a 37°C e com 5%
de COZ
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4.4 Ensaios de transativacao (transfeccdo transitoria e ensaio de gene

reporter)

A atividade transcricional dos PPARs e do RXRa em resposta a diferentes
tratamentos foi avaliada por meio de ensaio do gene repdrter luciferase em cultura

de células de mamiferos.

O ensaio de gene repoérter € uma técnica de biologia molecular empregada
com o objetivo de se estudar, em uma célula ou organismo, a atividade de um
promotor ou a expressao de um gene de interesse, por meio de sua ligacdo ao um

gene reporter.

Para investigar a atividade transcricional de RNs, especificamente, o ensaio
consistiu na introducéo, ou transfec¢éo, de DNA plasmidial contendo o gene reporter
da luciferase e de DNA plasmidial contendo a sequéncia que codifica os PPARSs, 0
receptor quimérico DBD-GA4/LBD-PPARg e o RXRa em pro-monécitos U-937,
seguida de tratamento com ligantes. No plasmideo repoérter, o gene da luciferase foi
dirigido pela sequéncia DR1, que constitui 0 elemento responsivo aos PPARs e
RXRa, ou por uma sequéncia com cinco sitios de ligacdo do GAL4. No plasmideo de
expressdo dos RN, a sequéncia que codifica os PPARs e o RXRa foi dirigida por um
promotor constitutivamente ativo em células de mamiferos. Com esse procedimento,
espera-se a expressao dos RN nas células transfectadas e, na presenca de um
ligante que atue como agonista, 0 aumento de sua atividade transcricional.
Considerando que o gene repérter da luciferase € dirigido por um promotor contendo
0 elemento responsivo aos RN de interesse, a avaliagdo da expressdo da enzima

luciferase representa a medida da atividade transcricional do receptor.

O método de transfeccao empregado foi o de eletroporagéo, que consiste na
aplicacdo de pulsos de correntes elétricas a uma suspensdo de células, com
geracdo de poros nas membranas plasmatica e nuclear e, assim, entrada do DNA

plasmidial de interesse.

As células U-937 foram coletadas por meio de centrifugacédo (3000 x g por 4
minutos), e ressuspendidas em solugcdo salina tamponada com fosfato (PBS)
contendo célcio, dextrose e os plasmideos de interesse, seguindo a proporcao de

107 células/0,5 mL. A suspensdo de células e plasmideos foi entdo transferida para
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uma cuveta de eletroporacéo (Bio-Rad®), e eletroporada com um gerador de pulsos
(Bio-Rad®, 300 mV e 950 nF). Em seguida, foi acrescentado meio de cultura a
suspensao de células, que foi entdo transferida para placas de cultura de células de
12 pocos (Corning®). As células foram tratadas com os compostos de interesse ou
seu veiculo (controle), e mantidas a 37° C e 5% CO2 durante 24 horas. Depois
desse periodo, foram coletadas por meio de centrifugacdo (14000 x g, por 2
minutos), e lisadas com 150 nL de tampéo de lise (Promega®). A atividade da
luciferase foi determinada pela adicdo da luciferina, o substrato da luciferase, ao

lisado celular, de acordo cm as instru¢des do fabricante (Promega®).

A luciferase catalisa a conversao da luciferina em oxiluciferina, e essa reagao
resulta em emisséo de luz, quantificada em um luminémetro (Turner®), que fornece
resultados em unidades relativas de luz. A taxa de ativacdo do RN em resposta a
determinado tratamento foi calculada pela divisdo entre o valor de unidades relativas
de luz obtido para amostras submetidas ao tratamento em questdo pelo valor de

unidades relativas de luz obtido para amostras submetidas ao seu veiculo (controle).

A atividade da b-galactosidase (b-gal) foi determinada pela adicdo do
substrato quimioluminescente LumiGAL (Lumigen®) ao lisado celular, de acordo
com as instru¢cdes do fabricante. A b-galactosidase cliva uma unidade galactosideo
desse substrato, resultando em um intermediario moderadamente estavel, cuja
decomposicdo gera quimioluminescéncia, quantificada em um lumindmetro
(Turner®), que fornece resultados em unidades relativas de luz. Como a maioria das
células de mamiferos em cultura expressa niveis muito baixos de b-galactosidase, e
a expressao do gene que a codifica no plasmideo transfectado é dirigida por um
promotor com atividade constitutiva, a atividade enzimética detectada é funcédo da
expressdo do DNA plasmidial, ou seja, da eficiéncia do procedimento de
transfeccdo. Assim, a leitura da atividade da b-galactosidase da maneira descrita
representa um controle da eficiéncia da transfeccdo, e permite normalizar a leitura
da atividade da luciferase entre as diferentes transfeccoes.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos

3 vezes.
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4.5 Ensaio de ligacédo

O LBD do PPARg humano foi expresso em bactérias (Echerichia coli, cepa
BL21) como uma proteina de fusdo contendo cauda polihistidina (His-LBD-hPPARg).
Apbs o periodo de expressao, o lisado bacteriano foi preparado por métodos padrao,
e as proteinas recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade por
metal, com o uso de resina de cobalto (Clonetech®). A eficiéncia da expressédo e
purificacdo foi analisada por eletroforese do produto de purificagdo em gel de
poliacrilamida desnaturante, seguida de coloracéo do gel por solugdo de nitrato de

prata (figura 4.1).

MM
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e — 33kDa
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Figura 4.1. Andlise da expressdo e purificacdo da proteina recombinante His-LBD-hPPARg A
expressdo da proteina foi induzida em E. coli (cepa BL21), e sua purificacdo foi realizada por
cromatografia de afinidade por cobalto. O material purificado foi analisado por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante, seguida de coloracao por solugdo de nitrato de prata. A seta lateral
indica a massa molecular da banda identificada no gel, identificada pelo marcador de massa
molecular BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder (Invitrogen®). MM: marcador de massa
molecular.

O ensaio de ligacao foi realizado com a proteina recombinante His-LBD-
PPARg e o radioligante [*H]rosiglitazona (atividade especifica 50 Ci/mmol) na
auséncia (experimentos de saturac&o) ou presenca (experimentos de competi¢ao)
do ligante ndo radiomarcado, em tampao contendo Tris (10 mmol/L, pH 8), cloreto
de potassio (50 mmol/L) e ditiotreitol (10 mmol/L), pH 7,4, em um volume final de 100
m.

Os experimentos de saturacdo foram realizados com concentragoes

crescentes de [*HJrosiglitazona (1 a 160 nM), e as reacdes foram conduzidas a 22°C,
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durante 45 minutos. Para os experimentos de competicdo, foram utilizadas
[*H]rosiglitazona (40 nM) e concentracdes crescentes de rosiglitazona e GQ-16 néo
radiomarcados. As reacdes foram conduzidas a 4°C durante 24 horas (incubagao
com o radioligante durante as primeiras 12 horas, seguida de adicdo dos

competidores néo radiomarcados, e incubacao por mais 12 horas).

O radioligante ligado ao receptor foi separado do radioligante livre em colunas
Sephadex G-25 de 1 mL, equilibradas com Tris (25 mmol/L, pH 7,4), cloreto de
potassio (75 mmol/L), glicerol (15%), Triton X-100 (0,05%) e EDTA (0,5 mmol/L). A
radioatividade da [*HJrosiglitazona foi determinada em um contador beta de
cintilacao liquida (Perkin-Elmer®). A leitura foi obtida como contagens por minuto, e
os dados apresentados em valores absolutos, no caso dos experimentos de
saturacdo, ou em valores percentuais relativos ao veiculo (controle), nos
experimentos de competicao.

A constante de dissociacdo (Kq) da [*H]rosiglitazona foi determinada a partir
dos experimentos de saturagdo (figura 4.2), com a utlizagdo do programa
GraphPad Prism versao 4.0 para Windows. O valor obtido, de 33 nM, foi utilizado
para determinar a concentragdo de radioligante utilizada nos experimentos de
competicao.
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Figura 4.2. Ensaio de ligacdo ao PPARg Curva de saturacdo do LBD- PPARg pela [*H]rosiglitazona.
Dados expressos média + EPM da radioatividade, em contagens por minuto, da [°H]rosiglitazona
ligada, de 2 experimentos independentes. O Ky da rosiglitazona radiomarcada foi calculado com a
utilizacéo do programa GraphPad Prism versao 4.0 para Windows, e seu valor foi de 33,98 nM.
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A partir dos experimentos de competi¢do, foi determinada a concentracéo de
rosiglitazona ou de GQ-16 ndo radiomarcados necessaria para inibir em 50% a
ligacdo da [*H]rosiglitazona ao PPARg (ICso), utilizando também o programa
GraphPad Prism verséao 4.0 para Windows. A partir do valor do ICso obtido para os
ligantes ndo radiomarcados, foi calculada a constante de inibicdo (K;), pela equacgao
de Cheng e Prussof '®%. A constante de inibicdo é a medida da afinidade de um
inibidor competitivo pelo receptor. Nesses ensaios, o ligante € considerado um
inibidor competitivo porque sua afinidade pelo receptor é determinada por sua
capacidade de competir com um ligante radiomarcado pela ocupacdo do receptor,

ou seja, por um ensaio de competicéo.

4.6 Ensaio de protecao contra digestao por protease

O dominio de ligacao ao ligante (LBD) do PPARg humano foi expresso em
bactérias (Echerichia coli, cepa BL21) como uma proteina recombinante contendo
cauda de polihistidina (His-LBD-PPARg), e purificado por cromatografia de afinidade

por cobalto.

A proteina recombinante foi incubada com rosiglitazona, GQ-16, ambos o0s
compostos ou com veiculo (DMSO) em tampé&o contendo Tris (10 mmol/L, pH 8,0),
cloreto de potassio (50 mmol/L) e ditiotreitol (10 mmol/L), pH 7,4, durante 30 minutos
a 22°C. Em seguida, foi incubada com agua destilada ou tripsina (100 ng/mL,
solubilizada em agua destilada) durante 10, 30 ou 60 minutos, a 22°C. A reacao de
digestdo foi interrompida pela adicdo de tampdo de amostra desnaturante e
aquecimento a 95°C durante 5 minutos. O padrédo proteolitico do LBD da proteina foi
entdo analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante, seguido de

coloracéo do gel pelo corante de proteinas azul de Comassie (Comassie blue).

4.7 Ensaio de interacdo proteina-proteina (ensaio “GST pull-down”)

7

O ensaio “GST pull-down” é utilizado para identificar interagbes entre duas

proteinas in vitro, uma delas marcada por meio de sua fusdo a glutationa-S-
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transferase (GST), considerada a isca, que ira capturar e “puxar” (“pull-down”) a
outra, considerada a presa, se houver interacdo entre elas. Nesse estudo, foi
avaliada a interacdo entre o coativador SRC-1, marcado por meio de sua fusdo a
GST (GST-SRC-1), e 0 PPARg marcado com [**S]metionina.

Para a fus@o da proteina isca a proteina GST, o gene que codifica a GST foi
incorporado a um vetor de expressdo em conjunto com 0 gene que codifica a
proteina isca, no caso o coativador SRC-1. A expressao desses genes foi induzida
em bactérias (Echerichia coli, cepa BL21) a partir do promotor do vetor, 0 que gerou
a proteina de fusdo GST-SRC-1. Como a proteina GST apresenta alta afinidade por
glutationa, seu substrato, a proteina de fusdo GST-SRC-1 foi purificada por
cromatografia por afinidade a glutationa acoplada a esferas de sefarose. As esferas
de sefarose séo pesadas, e permitem que o produto da purificacdo seja lavado e
precipitado.

O PPARg foi sintetizado pelo método de transcricdo e tradugdo in vitro em
lisado de reticulécitos de coelho (sistema de transcricdo e traducdo acopladas TNT
T7-Quick, Promega®), como uma proteina marcada com [*S]metionina
(°S]JPPARg). A eficiencia da sintese foi analisada eletroforese em gel de

poliacrilamida com SDS, seguida de autorradiografia (figura 4.3).
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Figura 4.3. Avaliacdo da sintese in vitro do PPARg marcado com [**S]metionina, com a utilizaco do
sistema de transcricdo e traducdo acopladas TNT T7-Quick (Promega®). O produto da sintese foi
analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, seguida de autorradiografia. Na parte
lateral direita da figura esta indicada a massa molecular da banda visualizada (55 kDa), segundo o

marcador de massa molecular Low Range (BioRad®), que corresponde aquela do PPARg.
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A interacdo in vitro entre o coativador SRC-1 e o PPARg foi avaliada pela
incubacdo da proteina de fusdo GST-SRC-1 com a proteina radiomarcada
[**S]PPARg, na presenca de ligantes ou seu veiculo (controle), durante 120 minutos,
a 4°C, em tampéao contendo TST 1X, 0,1% de Triton X-100, 0,1% de NP-40, 1 mM
de ditiotreitol, 0,5mM de PMSF, e coquetel de inibidores de protease (Sigma®)
1:1000. Em seguida, o material incubado foi centrifugado, de forma a precipitar a
proteina de fusdo acoplada as esferas de sefarose (GST-SRC-1) e a proteina
radiomarcada eventualmente ligada a ela. O material precipitado foi lavado 2 vezes
com o mesmo tampdao utilizado para a reacdo, para eliminacao de proteinas néao
ligadas, e entdo analisado em gel de poliacrilamida com SDS seguido de
autorradiografia. A visualizacdo de bandas no filme radiografico indica que a
proteina radiomarcada foi precipitada em conjunto com a proteina de fusao, por ter

havido interag&o entre elas.

4.8 Ensaio de diferenciacéo de adipé6citos

O processo de adipogénese é avaliado com o estudo de alguns tipos
celulares que podem ser induzidos, em cultura, a diferenciar-se em adipdcitos. O
primeiro e melhor caracterizado modelo de adipogénese € a linhagem celular 3T3-
L1, uma subcepa da linhagem 3T3 do camundongo Swiss, comprometida com a
diferenciacéo adipocitaria . Os pré-adipécitos 3T3-L1, cultivados em condicdes
habituais, apresentam a morfologia de fibroblastos. Entretanto, quando tratados com
uma combinagdo de dexametasona, isobutilmetilxantina (IMBX) e insulina, adotam o
formato arredondado, e em cinco dias iniciam acumulo de lipideos, que aparecem
como goticulas intracelulares. Cada componente dessa combinacdo ativa vias
celulares especificas, importantes para a diferenciacdo adipocitaria. A
dexametasona ativa o fator de transcricdo C/EBPb, e a IBMX inibe fosfodiesterases
de nucleotideos ciclicos, o que resulta em aumento dos niveis intracelulares de
AMPc e ativacao do fator de transcricdo C/EBPd. O C/EBPb e o C/EBPd, por sua
vez, induzem a transcricdo do C/EBPa e do PPARg A insulina contribui para a
diferenciac@o de adipdcitos por ativar a expressdo de genes especificos desse tipo
celular, como o que codifica a sintase de AG, a proteina ligadora de AG (FABP), a

leptina e a adiponectina (figura 4.4) .
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Figura 4.4. Controle transcricional da adipogénese. A diferenciacdo de adipdcitos implica a ativacédo
de diversos fatores transcricionais, expressos sequencialmente. O C/EBPb e o -d sdo detectados
inicialmente, seguidos do PPARg que, por sua vez, ativa o C/EBPa. Por um mecanismo de

retroalimentac@o positiva, o C/EBPa aumenta a expressdo do PPARg para manter o estado
diferenciado dos adipécitos. Todos esses fatores de transcricdo contribuem para a expressao de
genes que caracterizam o adipécito diferenciado .

A linhagem de células mesenquimais C3H10T1/2 foi isolada de embrides de
camundongos C3H com 14 a 17 dias, e apresenta morfologia de fibroblastos em
cultura. Essa linhagem é funcionalmente semelhante a células tronco mesenquimais,
e também pode ser induzida a diferenciar-se em adipécitos em resposta ao

tratamento com a combinac&o de dexametasona, IMBX e insulina 166,

Células 3T3-L1 e C3H10T1/2 foram cultivadas em placas de 100 mm ou
placas de 12 pocos para cultura de células (Corning®) até sua confluéncia. Dois dias
depois, foram tratadas com 0,5 nM de IMBX, 1 ng/mL de insulina e 1 nM de
dexametasona durante mais dois dias, para a indugao da diferenciagdo. Em seguida,
foram tratadas com 1 ng/mL de insulina durante 2 dias e, depois disso, somente com
meio de cultura por mais 4 dias. Em todo o periodo de cultivo, foram submetidas a
tratamentos com ligantes ou seu veiculo (controle). A adipogénese foi avaliada pela
coloracdo com o corante de lipideos neutros 6leo vermelho O (figura 4.5), e pela
expressdo da proteina FABP adipocitaria, um marcador especifico de adipdcitos

diferenciados.
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4.8.1 Coloracéo por 6leo vermelho O

Células 3T3-L1 e C3H10T1/2 foram lavadas com tampao PBS trés vezes e
fixadas com formalina a 10% (v/v) em tampédo PBS, durante 1 hora. Apés a fixagao,
foram lavadas duas vezes com tampéo PBS, e entdo coradas com solugéo de Gleo
vermelho O (0,3% em isopropanol 60%) durante 10 minutos. Apés a coloragao,

foram lavadas em agua corrente, e entdo fotografadas com magnificacdo de 20 X
167

Figura 4.5. Coloracao de lipideos intracelulares pelo 6leo vermelho O em pré-adipécitos 3T3-L1 (a)
nado diferenciados e (b) diferenciados pela indugdo com a combinacdo IBMX, dexametasona e
insulina.

4.8.2 Analise por western blotting

Células 3T3-L1 e C3H10T1/2 foram coletadas por método mecanico, e lisadas
com tampao Nonidet NP40 durante 30 minutos a 4°C. O lisado foi centrifugado para
remocado de material insolivel (15000 x g, 20 minutos), e o sobrenadante foi
coletado. As concentracbes de proteina no lisado celular foram avaliadas pelo
método de Bradford. A mesma quantidade de proteina (40 ng) foi desnaturada por
aguecimento em tampao de amostra Laemmli contendo mercaptoetanol, analisada
por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante, e transferida
eletroforeticamente, em sistema semi-seco, para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF, Millipore®). Ap6s a transferéncia, a membrana foi bloqueada
com solucéo de leite em p6 desnatado a 5% em tampédo TBS-T (10mM de Tris-base,
150 mM de NaCl e 0,1% de Tween 20), durante 1 hora, em temperatura ambiente.
Apds o bloqueio, a membrana foi incubada com anticorpo primario, em solugao
blogueadora 1%, durante 12 horas, a 4°C, e em seguida com o anticorpo secundario

conjugado a peroxidase (diluicdo 1:4000), também em solucdo bloqueadora 1%,
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durante 1 hora, em temperatura ambiente. As proteinas marcadas com o0s anticorpos
foram visualizadas por quimioluminescéncia e autorradiografia (sistema de deteccdo
ECL, Amersham®). Os anticorpos primarios utilizados foram (i) IgG anti-FABP-A ou
aP2, diluicdo 1:500, espécie cabra (sc-18661) e (ii) IgG anti-gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), diluicdo 1: 1000, espécie camundongo (sc-47724). Os
anticorpos secundéarios utilizados foram IgG de burro anti-cabra (sc-2020) e IgG de
cabra anti-camundongo (sc-2005), ambos acoplados a peroxidase. Todos o0s

anticorpos foram obtidos da companhia Santa Cruz Biotechnology®.

4.9 Analise estatistica

Os resultados dos ensaios de gene repérter foram apresentados como média
+ erro padrao da média (EPM) da taxa de ativagdo da transcricdo dos grupos
tratados com ligantes, em relagdo ao grupo tratado com veiculo (controle). O teste
estatistico empregado foi a analise de variancia (ANOVA), seguida da comparacao
multipla de Newman-Keuls, utilizando o programa GraphPad Prism versédo 4.0 para

Windows. O critério de significancia para todas as analises foi o valor p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1. Investigacao da atividade de benzilideno- e acridinilideno-tiazolidinedionas

sintéticas em PPARg

Diversos compostos sintéticos derivados da 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona e da 3-benzil-5-acridinilideno-tiazolidina-2,4-diona foram
investigados quanto a atividade agonista em PPARg, por meio de ensaios de gene
repOrter em pré-mondcitos humanos U-937. Somente um deles, o GQ-16 (5-(5-
bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-thiazolidina-2,4-diona), induziu a

atividade transcricional do receptor (figura 5.1).

Fogitazona *

< 4 L] L] L] L L)
5 0 1 2 3 4 5
Taa de aivecdo

Figura 5.1. Investigacdo da atividade agonista de benzilideno- e acridinilideno-TZDs em PPARg.
Somente 0 GQ-16 induziu a atividade transcricional do receptor. Células U-937 cotransfectadas com
o vetor de expressdo do PPARg e o repérter DR-1-TK-LUC, e tratadas com ligantes (AC-119 10°M,
demais ligantes 10°M) ou seu veiculo durante 24 horas. Dados expressos como média da taxa de
ativacdo da transcricao em relagcéo ao veiculo (controle), de 3 experimentos independentes realizados
em triplicata. * significativamente diferente (p< 0,05) do veiculo, por andlise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de comparacao de Newman-Keuls. Pio, pioglitazona (controle positivo).
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A estrutura quimica do GQ-16 e das TZDs classicas troglitazona, pioglitazona

e rosiglitazona esta apresentada na figura 5.2.
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Figura 5.2. Estrutura quimica do GQ-16 (a), troglitazona (b), pioglitazona (c) e rosiglitazona (d).

A nomenclatura e a estrutura quimicas das outras benzilideno- e

acridinilideno-TZDs investigadas é apresentada no anexo |.

5.2 O GQ-16 € uma agonista parcial e seletivo do PPARg

Para caracterizar o GQ-16 como agonista de PPARg, pr6-mondcitos humanos
U-937 foram cotransfectados com o vetor de expressdo do PPARg e da b-
galactosidase, e o vetor repoérter luciferase responsivo a PPAR (DR1-TK-LUC), e
tratados com concentracdes crescentes de GQ-16, até a concentracdo maxima em

gue o composto foi soltvel em dimetilsulféxido (DMSO, veiculo).
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O GQ-16 ativou o PPARg de forma concentragcdo-dependente, com ECsg de
6,01 MM, em contraste com a ativacao do receptor pelo agonista total rosiglitazona
com ECso de 0,71 nM. A atividade maxima do GQ-16 foi de 50% daquela observada

com a rosiglitazona (figura 5.3).
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Figura 5.3. Ativacdo dose-dependente do PPARg pelo GQ-16. Células U-937 cotransfectadas com o
vetor de expressao do PPARg, o reporter DR-1-TK-LUC e o vetor de expressao do controle interno b-
gal, tratadas com rosiglitazona ou GQ-16 em concentracdes crescentes durante 24 horas e em
seguida coletadas para determinacdo da atividade de luciferase e b-gal. Os valores da atividade de
luciferase foram normalizados para os valores do controle b-gal. A concentragdo maxima em que o
GQ-16 foi solivel em DMSO foi de 3,16 x 10°M. Dados expressos como média + EPM da taxa de
ativacdo da transcricdo em relacdo ao veiculo DMSO, de 5 experimentos independentes realizados
em triplicata. * significativamente diferente (p< 0,05) do veiculo (controle), por analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de comparacgdo de Newman-Keuls.

As TZDs sao classicamente descritas como agonistas especificos do PPARg
13 Ha, contudo, dados sugestivos de que possam ativar outros isotipos de PPAR.
Foi observado que a rosiglitazona e a pioglitazona ativam o PPARD/d, com poténcia
e eficicia inferiores as de agonistas completos, porém ainda em concentracdes

15

clinicamente relevantes >, e que a pioglitazona ativa o PPARa, também nas

concentracdes em que apresenta efeitos anti-hiperglicemiantes .

Para determinar se o GQ-16 apresentava especificidade para PPARg, células

U-937 foram cotransfectadas com o vetor de expressdo do PPARa ou -d, com o
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vetor da b-galactosidase e com o vetor repoérter luciferase responsivo a PPAR (DR1-
TK-LUC). Diferentemente da rosiglitazona na concentracdo de 100 nM (10™M), o
GQ-16 ndo induziu a atividade transcricional dos outros isotipos de PPAR (figura
5.4).

Taxa de ativag&o

DMSO + + +
Bezafibrato log [] M

Rosiglitazona log [] M -5 5 4 5 -4

GQ-16 log [1 M

Figura 5.4. O GQ-16 ndo induz a atividade transcricional do PPARa ou -b/d. Células U-937
cotransfectadas com os vetores de expressao do PPARa e do -b/d, o reporter DR-1-TK-LUC e o vetor
de expresséo do controle interno b-gal, tratadas com bezafibrato, rosiglitazona ou GQ-16 durante 24
horas e em seguida coletadas para determinacédo da atividade de luciferase e b-gal. Os valores da
atividade de luciferase foram normalizados para os valores do controle b-gal. Dados expressos como
média =+ EPM da taxa de ativagao da transcricdo em relacéo ao veiculo DMSO, de 5 experimentos
independentes realizados em triplicata. * significativamente diferente (p< 0,05) do veiculo (DMSO),
por andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de comparacdo de Newman-Keuls.

O PPAR forma um heterodimero permissivo com o RXR, o que significa que a
atividade transcricional do complexo PPAR-RXR pode ser regulada pela ligagéo de
um agonista ao PPAR, ao RXR ou a ambos *°. Assim, a ligacdo de um agonista ao
RXR é uma forma alternativa de ativacdo do heterodimero PPAR-RXR. Uma vez que
pré-monécitos U-937 expressam RXR '®, foi considerada a possibilidade de a
ativacdo da transcricdo do gene reporter luciferase dirigido por um promotor
contendo um PPRE, observada com o tratamento com GQ-16, ter sido mediada pela
ligacdo do composto ao RXR. Para investigar essa possibilidade, células U-937

foram cotransfectadas com o vetor de expressdo do RXRa, com o vetor da b-
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galactosidase e com o vetor reporter luciferase responsivo a PPAR (DR1-TK-LUC).
Diferentemente do acido 9-cis retindico, o GQ-16 ndo induziu a atividade

transcricional do RXRa (figura 5.5).

Taxa de ativagédo

DMSO +
Acido 9-cis retindico 10°M +
GQ-16 10°M +

GQ-16 3,16 x 10°M +

Figura 5.5. O GQ-16 ndo induz a atividade transcricional do RXRa. Células U-937 cotransfectadas
com os vetores de expressdo do RXRa, o reporter DR-1-TK-LUC e o vetor de expressdo do controle
interno b-gal, tratadas acido 9-cis retindico ou GQ-16 durante 24 horas e, em seguida, coletadas para
determinacdo da atividade de luciferase e b-gal. Os valores da atividade de luciferase foram
normalizados para os valores do controle b-gal. Dados expressos como média + EPM da taxa de
ativacdo da transcricdo em relacdo ao veiculo DMSO, de 5 experimentos independentes realizados
em triplicata. * significativamente diferente (p< 0,05) do veiculo (DMSO), por analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de comparacgdo de Newman-Keuls.

Esses resultados indicam, portanto, que o GQ-16 € um agonista parcial e
especifico do PPARg em pré-monécitos humanos U-937, caracteristicas que o

distinguem da rosiglitazona.

5.3 O GQ-16 ndo apresenta atividade antagonista em PPARg

Ligantes com atividade agonista parcial sdo capazes, em concentracoes

elevadas, de deslocar agonistas completos do receptor e antagonizar seu efeito.
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Para testar a atividade antagonista do GQ-16 em PPARg células U-937 foram
cotransfectadas com o vetor de expressdo do PPARg e da b-galactosidase e um
vetor repoérter luciferase responsivo a PPAR (DR1-TK-LUC), e tratadas
concentragdes crescentes de GQ-16, na presenca de uma concentragdo saturante

de rosiglitazona (10 ).

O GQ-16 ndo antagonizou a ativacao transcricional do receptor induzida pela
rosiglitazona em pro-mondcitos U-937 (figura 5.6), e foi observado efeito aditivo dos
dois ligantes, embora n&o significativo. Esses resultados caracterizam um
comportamento ndo esperado diante dos resultados anteriores, que indicaram a

atividade agonista parcial do GQ-16 em PPARg
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Figura 5.6. O GQ-16 ndo antagoniza a atividade transcricional do PPARginduzida pela rosiglitazona.
Células U-937 cotransfectadas com o vetor de expressdo do PPARg, o repdrter DR-1-TK-Luc e o
vetor de expressdo do controle interno b-gal, cotratadas com uma concentracdo saturante de
rosiglitazona (10 mM) e concentracdes crescentes de GQ-16 durante 24 horas e, em seguida,
coletadas para determinacao da atividade de luciferase e b-gal. Os valores da atividade de luciferase
foram normalizados para os valores do controle b-gal. Dados expressos como média + EPM da taxa
de ativacdo da transcricdo em relagdo ao veiculo DMSO, de 5 experimentos independentes
realizados em triplicata, analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de comparacédo de Newman-
Keuls.

Considerando que pré-monécitos U-937 expressam outros isotipos de PPAR

e que esses receptores sdo ativados pela rosiglitazona’®, é possivel que a auséncia
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de atividade antagonista do GQ-16 nesse ensaio tenha sido resultado da transcricdo
do gene repoérter luciferase mediada pela ativagdo do PPARa e -b/d endégenos na
presenca de rosiglitazona. Assim, a expressao final do gene reporter luciferase seria
o resultado de sua inducdo pelo PPARg transfectado, ativado pelo GQ-16, e pelo

PPARa e -b/d enddgenos ativados pela rosiglitazona.

Para investigar essa possibilidade, foram utlizados, nos ensaios de
transativacéo, o vetor quimérico contendo o LBD do PPARg fusionado ao DBD do
fator de transcricdo de leveduras GAL4 e um plasmideo contendo a sequéncia do
reporter luciferase dirigida pelo elemento responsivo ao GAL4 (GAL-Luc). O fator de
transcricdo GAL é exclusivo de leveduras e, assim, ndo é ativado por receptores
endogenos de células de mamiferos e permite avaliar o efeito de ligantes sobre o
LBD do PPARgisoladamente.

O GQ-16 induziu a atividade transcricional do receptor quimeérico LBD-
PPARgDBD-GA4 também como um agonista parcial, com eficdcia de
aproximadamente 30% daquela apresentada pela rosiglitazona. Também nesse
contexto, o GQ-16 ndo antagonizou a ativagéo do LBD-PPARg pela rosiglitazona. Foi
observado também aumento néo significativo da induc&o da atividade transcricional
do receptor quimérico pela rosiglitazona na presenca do GQ-16, com desvio da
curva concentragdo-resposta a rosiglitazona para a esquerda na presenca do GQ-16
(figura 5.7).
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Figura 5.7. O GQ-16 ndo antagoniza a atividade transcricional do PPARginduzida pela rosiglitazona.
Células U-937 cotransfectadas com o vetor quimérico LBD-PPARgDBD-GAL4 e o repérter GAL-Luc,
e tratadas com concentracfes crescentes de rosiglitazona ou GQ-16, ou com concentracdes
crescentes de rosiglitazona na presenca de GQ-16 (10*°M) durante 24 horas e, em seguida,
coletadas para determinacgéo da atividade de luciferase. Dados expressos como média + EPM da taxa
de ativacdo da transcricdo em relagdo ao veiculo DMSO, de 3 experimentos independentes
realizados em triplicata, analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de comparagédo de Newman-
Keuls.

5.4 O GQ-16 se liga ao LBD do PPARg com baixa afinidade

Para determinar se a atividade transcricional do PPARg induzida pelo GQ-16
ocorre por meio de sua interagéo direta com o LBD do receptor, foi realizado ensaio

de competicdo com rosiglitazona marcada com tritio ([*H]rosiglitazona).

Esse ensaio quantificou a capacidade de deslocamento da [*H]rosiglitazona
(40 nM) pelo GQ-16 e pela rosiglitazona néo radiomarcados. O K obtido para a
rosiglitazona foi de 2,2 nM. O GQ-16 competiu com a [°H]rosiglitazona pela ligacéo
ao PPARg porém sua afinidade pelo receptor foi menor, e o K; obtido para esse

composto foi de 160 nM (figura 5.8).
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Figura 5.8. Afinidade do GQ-16 pelo PPARg Curvas de deslocamento da [*H]rosiglitazona do LBD-
PPARg pela rosiglitazona e GQ-16 ndo marcados. O GQ-16 e a rosiglitazona competiram pela ligacdo
ao LBD do PPARg, e deslocaram o ligante radiomarcado. Dados expressos como média + EPM do
percentual de [*HJrosiglitazona ligada em relacdo ao controle (ndo tratado com ligante ndo
radiomarcado), de 6 experimentos independentes. O ICs, dos dois ligantes ndo marcados foi
calculado utilizando o programa GraphPad Prism versdo 4.0 para Windows, e o K; foi estimado pela
equacao de Cheng e Prussof %,

Esses achados indicam que o GQ-16 é capaz de interagir diretamente com o
LBD do PPARg e deslocar o ligante radiomarcado com eficacia comparavel a da
rosiglitazona, porém o caracterizam como um ligante de baixa afinidade pelo

receptor.

5.5 O GQ-16 induz padréo proteolitico do PPARg semelhante ao induzido pela

rosiglitazona

A ligagcdo de agonistas ao LBD de receptores nucleares (RN) determina
alteracbes conformacionais criticas para a ativacdo transcricional por esses
receptores °. Essas alteragbes se refletem em modificagdo da acessibilidade de
sitios proteoliticos na superficie do receptor e, com isso, em aumento da resisténcia
do LBD do receptor a digestdo por proteases. Assim, 0 ensaio de protecdo contra
digestdo por proteases € um dos instrumentos utilizados para estudar alteracdes

conformacionais do PPARgna presenca de ligantes.
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Para investigar a influéncia do GQ-16 sobre a digestdo do PPARg por tripsina,
o LBD do receptor foi incubado com veiculo ou concentra¢des saturantes de GQ-16,
rosiglitazona ou ambos o0os compostos, e em seguida incubado com tripsina por
diferentes periodos de tempo. A incubacdo com tripsina na auséncia de ligantes
resultou em digestdo completa do LBD do receptor ap6s 60 minutos. A presenca do
GQ-16 resultou em um padrdo proteolitico distinto, caracterizado pela presenca de
um fragmento de aproximadamente 25 kDa resistente a digestao apds incubacao
com tripsina durante 60 minutos. A rosiglitazona, utilizada como controle positivo,
resultou em padrdo de digestdo semelhante ao observado com o GQ-16 (figura
5.9).

Rosiglitazona GQ-16 Rosiglitazona 10uM
DMSO 10pM 10uM + GQ-16 10pM
Tripsina100pgiml. - 100 30° 60 - 100 30 &0 - 10 30 60 - 10 30 &0
LBD-PPARy {33 kDa) ——> Wl ___ - - -
{25kDa)* —> -~ e - — - — - - =

t
[ S T S SO,

Figura 5.9. O GQ-16 altera a conformacédo do LBD do PPARg de forma semelhante ao agonista
completo rosiglitazona. A proteina recombinante his-LBD-hPPARg foi incubada com rosiglitazona,
GQ-16, ambos os compostos ou veiculo (DMSO 0,1%), e em seguida com tripsina (100 rmg.mL)
durante 10, 30 ou 60 minutos. Os padrdes proteoliticos do LBD do PPARg foram analisados por gel
de poliacrilamida desnaturante e coloracao por azul de Comassie. Notar que o fragmento de 25 kDa
foi mais bem protegido contra digestao por tripsina na presenca de GQ-16, rosiglitazona ou ambos os
compostos.

Esses resultados sugerem que o0 GQ-16 € capaz de modificar a acessibilidade
de sitios proteoliticos na superficie do PPARg e, assim, que se liga diretamente ao

receptor e induz alteracdo conformacional de seu LBD.
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5.6 O GQ-16 induz a interagdo do PPARg com o coativador SRC-1

A ligacdo de um agonista ao LBD do PPARg resulta em alteragédo
conformacional do receptor, que promove a dissociagcdo de complexos contendo
correpressores e 0 recrutamento de complexos contendo coativadores. Isso permite
a interacdo do receptor com a maquinaria de transcricao basal da célula e, assim, a

ativagcao da expressao de genes regulados positivamente pelo PPARg.

Para investigar a base molecular da atividade agonista do GQ-16 observada
nos ensaios de transativacéo, foi avaliada a interagéo entre o coativador SRC-1 e 0
PPARg induzida pelo GQ-16, por ensaio de interacao proteina-proteina (GST “pull-

down assay”).

Na auséncia de agonistas, 0 PPARgnéo interagiu com o coativador SRC-1. A
TZD troglitazona induziu a interacdo do receptor com o coativador. O GQ-16 também
foi capaz de induzir essa interacdo, em concordancia com seu efeito agonista sobre
a atividade transcricional do receptor. Além disso, ndo antagonizou a interacao entre

0 PPARge o SRC-1 induzida pela troglitazona (figura 5.10).

GST GST-SRC1

TRO+  Input

veh  TRO Q.16 Veh TRO  GQ16  GQ16 10%

Figura 5.10. O GQ-16 promove a interacdo direta do PPARg com o coativador SRC-1. Ligacdo do
¥S-PPARg a0 GST-SRC-1 na auséncia (Veh) ou presenca de troglitazona 10nM (TRO) ou GQ-16
10nM. O input corresponde a 10% da quantidade de **S-PPARg utilizada na reacdo do ensaio GST
“pull-down”.

Esse resultado indica que o GQ-16 promove a interacdo entre o PPARge o

coativador SRC-1, e sugere que a atividade agonista observada em ensaios de gene
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reporter poderia ser devida a sua ligagdo ao LBD do PPARg e aumento da afinidade

do receptor por coativadores.

5.7. Efeitos do GQ-16 sobre a adipogénese em cultura de células

Em seguida, a atividade agonista do GQ-16 em PPARg foi avaliada também
em um contexto bioldgico, representado pela diferenciacdo, em cultura, de pré-

adipdcitos ou células mesenquimais em adipdcitos.

O PPARg é um regulador-chave da adipogénese in vitro *°°, e a observacéo
de que camundongos com dele¢cédo do PPARG nao apresentam desenvolvimento do
tecido adiposo, e que alguns tipos de lipodistrofia em humanos sdo determinados
por mutacdes do PPARG, evidenciam o papel critico do receptor na diferenciacéo e

funcdo de adipdcitos também in vivo °°.

Para investigar se o GQ-16 influencia a adipogénese dependente de PPARg,
pré-adipocitos 3T3-L1 foram induzidos a se diferenciar com meio de cultura
contendo IBMX, dexametasona e insulina durante dois dias, e tratados com
rosiglitazona, GQ-16 ou ambos, durante o periodo total de oito dias. A avaliacdo da
diferenciacdo em adipécitos com o corante de lipideos 6éleo vermelho O mostrou que
0 GQ-16 induziu o acumulo intracelular de lipideos de forma comparavel a
rosiglitazona (figura 5.11.a). O tratamento com rosiglitazona ou GQ-16 também
aumentou a expressao do marcador de diferenciacdo de adipécitos FABP-A ou aP2
(figura 5.11.b). Além disso, o0 GQ-16 ndo antagonizou a adipogénese induzida pela

rosiglitazona.
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(a)
; . i:]?f,',:‘ T LM AN
3 Rosiglitazona 10 nM 4 GQ-16 10 nM 5 Rosiglitazona 10 nM +
GQ-16 10 nM
(b)

{ GAPDH (37 kDa)

«{ FBP-A (15 kDa)

Figura 5.11. Efeito do GQ-16 sobre a adipogénese de pré-adipécitos 3T3-L1. Dois dias ap0s
confluéncia, células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipocitos com 1 nM de
dexametasona, 0,5 mM de IBMX, e 1 ng/mL de insulina por dois dias, tratadas com 1 ng/mL de
insulina por mais dois dias, e cultivadas por mais quatro dias. Durante o periodo de cultivo, foram
tratadas com diferentes ligantes ou DMSO (controle), e depois disso (a) coradas com 6leo vermelho
O e observadas por microscopia (aumento de 20X), ou (b) lisadas para a avaliagdo da expressao de
FABP-A (aP2) e GAPDH por western blotting (1 DMI e DMSO, 2 DMI e rosiglitazona 10mM, 3 DMI e
GQ-16 10nM, 4 DMI e rosiglitazona + GQ-16 10nM).

Os pré-adipécitos 3T3-L1 induzidos com a combinacdo de IBMX,
dexametasona e insulina, porém nao tratados com agonistas sintéticos de PPARg,
foram capazes de acumular lipideos e expressar o marcador de diferenciacao FABP-
A (figura 5.11). Essa combinacdo € considerada um potente estimulo indutor de
diferenciagéo adipocitaria in vitro *’*, e possivelmente néo represente o modelo ideal

para a avaliacao do efeito de agonistas sintéticos de PPARg
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Para testar o efeito do GQ-16 em condigdes menos potentes de inducdo de
adipogénese, e talvez mais consistentes com as do ambiente extracelular in vivo e
os pré-adipécitos 3T3-L1 foram induzidos a se diferenciar somente dexametasona,

como previamente descrito 2.

Com esse modelo de inducédo, foi observado
acumulo lipidico discreto na auséncia de ligantes de PPARg inferior ao observado
em células induzidas com a combinacédo IBMX, dexametasona e insulina. A adi¢cédo
de rosiglitazona aumentou o acumulo lipidico intracelular, o que indica que em
condicbes menos potentes de inducdo de adipogénese o efeito da adicdo do
agonista sintético do PPARg foi mais claramente observado. O GQ-16 também
induziu acumulo lipidico, embora de forma menos pronunciada que a rosiglitazona, e

nao pareceu antagonizar o efeito da rosiglitazona (figura 5.12).

o -]
r © 70
: @
f".ol * .
v e o o <
£* e «
¥ T ine (oA o 3
1 Nao diferenciado 2 Inducdo com IMBX, dexametasona 3 Inducdo com dexametasona,
e insulina, tratamento com DMSO tratamento com DMSO

4T

4 Indugéo éom dexametasona,_ 5 Inducdo com dexametasona, 6 |ndu§éb com dexametasokna,
tratamento com rosiglitazona 10 mM  tratamento com GQ-16 10 nM tratamento com rosiglitazona 10 nM
+GQ-16 10 nM

Figura 5.12. Efeito do GQ-16 sobre a adipogénese de pré-adipécitos 3T3-L1. Dois dias ap0s
confluéncia, células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciarem em adipOcitos com dexametasona
1nM, e cultivadas por mais seis dias. Durante o periodo, foram tratadas com diferentes ligantes ou
DMSO (controle), e depois disso coradas com 6leo vermelho O e observadas por microscopia
(aumento de 20X).
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A adipogénese foi investigada também em células mesenquimais murinas
C3H10T1/2 induzidas a diferenciar-se em adipocitos com a exposicdo a combinacéo
IMBX, dexametasona e insulina. Nesse modelo, o tratamento com rosiglitazona
aumentou consideravelmente o acumulo intracelular de lipideos (figura 5.13a),
assim como a expressao do marcador de diferenciacdo de adipécitos FABP-A
(figura 5.13b), em relagdo ao tratamento com veiculo (DMSO). Assim, também
nesse modelo houve uma resposta positiva da adipogénese a ativacao do PPARg
por agonistas sintéticos. O GQ-16 também foi capaz de aumentar o acumulo
intracelular de lipideos e a expressdo da FABP-A, embora em menor intensidade
que a rosiglitazona, e ndo antagonizou o efeito da rosiglitazona (figura 5.13).

(a)
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¥ Y ,..qu % 44# \,g :ﬁ;& 5
% -ﬁé Stk TS s
J 4 b r‘d‘ P-iu YT ﬁg?“
1 N&o diferenciado 2DMSO R03|gI|tazona 10 nM 4GQ-16 10nM 5 Rosiglitazona 10 nM +
GQ-16 10 MM
(b)

{ FABP-A (15 kDa)

< GAPDH (37 kDa)

Figura 5.13. Efeito do GQ-16 sobre a adipogénese de células mesenquimais C3H10T1/2. Dois dias
apos confluéncia, células mesenquimais C3H10T1/2 foram induzidas a se diferenciarem em
adipécitos com 1nM de dexametasona, 0,5mM de IBMX e 1ng/mL de insulina por dois dias, tratadas
com 1 ng/mL de insulina por mais dois dias e cultivadas por mais quatro dias. Durante o periodo de
cultivo, foram tratadas com diferentes ligantes ou DMSO (controle) e em seguida (a) coradas com
6leo vermelho O e observadas em microscopia (aumento de 20X), ou (b) lisadas para a avaliagédo da
expressdo de FABP-A (aP2) e GAPDH por western blotting (1 N&o diferenciados, 2 DMI e DMSO, 3
DMI e rosiglitazonalOnM, 4 DMI e GQ-16 10nM, 5 DMI e rosiglitazona + GQ-16 10nM).
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6 DISCUSSAO

Os efeitos benéficos das TZDs sobre a sensibilidade insulinica e homeostase
da glicose sdo bem documentados em modelos animais de obesidade e resisténcia
insulinica, e também em humanos °. Dois compostos dessa classe, a pioglitazona e
a rosiglitazona, sdo amplamente utilizados como sensibilizadores insulinicos no

tratamento do DM2 °,

A identificacdo do PPARg como o alvo molecular das TZDs foi uma das
primeiras evidéncias do papel desse receptor na homeostase energética °. Hoje o
PPARg assim como os dois outros isotipos, PPARa e -b/d, sdo implicados em uma
variedade de processos fisiolégicos, e também no desenvolvimento de doencas

cronicas, como obesidade, DM2, aterosclerose e cancer *°.

Esses aspectos tornaram o PPARg um alvo farmacolégico atraente, e um dos
principais focos de pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de farmacos para o
tratamento de doengas metabdlicas e inflamatérias cronicas ®°. Os diversos efeitos
benéficos dos agonistas do PPARg no entanto, sdo acompanhados de uma série de
efeitos desfavoraveis. A utilizacdo clinica das TZDs estd associada a retencéo
hidrica, ganho ponderal e adipogénese, e recentemente tem sido relacionada a

aumento da mortalidade cardiovascular e a perda de massa 6ssea .

As limitagbes do uso das TZDs aumentaram o interesse pela identificacdo de
ligantes de PPARg que mantenham os efeitos benéficos da ativacdo do receptor
sobre a sensibilidade insulinica, sem apresentar os efeitos desfavoraveis das TZDs.
A ampliacdo dos conhecimentos a respeito da biologia do PPARg tem contribuido
para responder aos questionamentos sobre como o receptor poderia ser mais bem
explorado com finalidade terapéutica °*. Hoje ha evidéncias de que a ativacéo parcial

15,152 & sua modulagéo diferencial em tecidos distintos °*

e especifica do PPARg
possam ser mais efetivas e seguras, em contraste com a atividade agonista

completa e n&o seletiva das TZDs classicas *°.
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6.1 Atividade agonista parcial e especifica do GQ-16 em PPARg

Os resultados desse trabalho indicaram que o GQ-16 € um agonista parcial e

especifico do PPARg

Nos ensaios de transativacdo em pro-mondcitos humanos U-937, o GQ-16
ativou o PPARg de forma concentracdo-dependente, e a resposta maxima
promovida por esse composto foi de aproximadamente 50% daquela observada com
0 agonista completo rosiglitazona, o que caracteriza o GQ-16 como um agonista
parcial do receptor.

O comportamento agonista parcial dessa benzilideno-TZD a distingue das
TZDs classicas, que apresentam atividade agonista completa em PPARg ** 7,
Embora a base molecular da atividade agonista parcial de ligantes de RN né&o esteja
definida, é possivel que seja resultado de conformacdo do receptor com menor

174

afinidade por coativadores , OU que envolva outros mecanismos, ainda nao

caracterizados, relacionados ao contexto celular e ao promotor génico *”°.

As TZDs utilizadas na pratica clinica como sensibilizadores insulinicos,
pioglitazona e rosiglitazona, foram inicialmente consideradas agonistas especificos
do PPARg *®. Entretanto, ha dados sugestivos de que esses compostos

representem, de fato, panagonistas de PPAR.

Em estudos in vitro, foi observado que a pioglitazona é um agonista parcial do
PPARa * ' e essa atividade é considerada o mecanismo de reducdo da

concentracdo plasmatica de TG e aumento da concentracdo de colesterol HDL

168

verificados em modelos animais e em estudos clinicos com essa TzD % A

rosiglitazona também ativa o PPARa in vitro .

Embora essa atividade seja
observada em concentragdes clinicamente relevantes, ndo ha dados sugestivos da
ativacao desse isotipo de PPAR em estudos in vivo. A pioglitazona e a rosiglitazona

também apresentam atividade agonista parcial em PPARb/d in vitro ** *°.

O efeito protetor de agonistas dos PPARs em condi¢des inflamatoérias
crdnicas como resisténcia insulinica e aterosclerose sao atribuidos, em grande

parte, as acdes antiinflamatdrias desses receptores °. De fato, é bem documentada a
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inibicdo da resposta inflamatéria na parede vascular mediada pela ativacdo do

177

PPARa pelos fibratos ~**, e o aumento da sensibilidade insulinica consequiente a

supressdo da producdo de citocinas por adipocitos e macrofagos residentes no

tecido adiposo com a ativacdo do PPARg pelas TZDs *%.

Apesar dos efeitos favoraveis de agonistas de PPAR sobre a resposta
inflamatoria, estudos clinicos recentes indicam aumento do risco de infarto do
miocardio e mortalidade cardiovascular com a utilizacdo da TZD rosiglitazona °.
Efeitos cardiovasculares desfavoraveis também foram observados em ensaios
clinicos com o muraglitazar, um agonista duplo de PPARa e -g*?. Considerando que
os beneficios vasculares de agonistas de PPARs s&o atribuidos & atividade
antiinflamatéria desses receptores, a identificacdo desses efeitos desfavoraveis
motivou esforgos para melhor compreensédo do papel de cada isotipo de PPAR na
resposta inflamatoéria, e melhor caracterizacdo dos efeitos de agonistas desses

receptores °

. Nesse contexto, um estudo envolvendo mondcitos e macréfagos
humanos em cultura confirmou os efeitos antiinflamatoérios do PPARa e -g, e mostrou
que o PPARDb/d, de forma inesperada, regula positivamente a resposta inflamatoria
nessas células, e atua de forma sinérgica com outros estimulos pré-inflamatérios ™.
Nesse mesmo estudo, foi observada atividade pro-inflamatéria das TZDs em
macrofagos e mondcitos, mediada pela ativacdo do PPARb/d, em concentragdes na

faixa terapéutica *°

. Esse Ultimo achado sugere que os efeitos cardiovasculares
adversos observados com o uso da rosiglitazona poderiam ser mediados por agdes
independentes da ativacdo do PPARg e, assim, que ligantes especificos de PPARg

poderiam ser mais seguros para o tratamento de doencas metabdlicas cronicas *°.

Nesse estudo, foi confirmada a atividade agonista parcial da rosiglitazona em
PPARa e -b/d, e ndo foi observada inducédo da atividade transcricional desses
isotipos de PPAR pelo GQ-16, o que sugere sua atividade agonista especifica em

PPARg e o diferencia das TZDs classicas.

Agonistas parciais apresentam, caracteristicamente, a capacidade de
antagonizar o efeito de um agonista completo. Assim, foi avaliada a capacidade de o
GQ-16 atenuar a atividade transcricional do PPARginduzida pelo agonista completo
rosiglitazona. Em ensaios de gene reporter, 0 GQ-16 ndo antagonizou a atividade

transcricional do PPARg induzida por uma concentragdo saturante de rosiglitazona.
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Foi observado, inclusive, efeito aditivo dos dois compostos sobre a transcricdo do

gene reporter luciferase, embora néo significativo.

Considerando que pré-mondcitos U-937 expressam PPARa e -b/d *°, e que
esses receptores sdo ativados pela rosiglitazona *°, é possivel que a auséncia de
atividade antagonista do GQ-16 nesse ensaio tenha sido resultado da transcrigcdo do
gene repoérter luciferase mediada pela ativacdo do PPARa e -b/d enddgenos na
presenca de rosiglitazona. Assim, a expressao final do gene reporter luciferase seria
o resultado de sua inducéo pelo PPARg transfectado, ativado pelo GQ-16, e pelo

PPARa e -b/d enddgenos ativados pela rosiglitazona.

Para investigar essa possibilidade, foram utilizados nos ensaios de
transativacdo o vetor quimérico contendo o LBD do PPARg fusionado ao DBD do
fator de transcricdo de leveduras GAL4 e um plasmideo contendo a sequéncia do
reporter luciferase dirigida pelo elemento responsivo ao GAL4 (GAL-Luc). Uma vez
que o fator de transcricdo GAL4 é exclusivo de leveduras e, assim, seu elemento
responsivo ndo é influenciado por receptores enddgenos de células de mamiferos, a
utiizacdo do receptor quimérico permitiu avaliar isoladamente a resposta

transcricional resultante da ativagédo do LBD do PPARg pelos ligantes.

A ativacdo maxima do receptor quimérico pelo GQ-16 foi de
aproximadamente 30% daquela induzida pela rosiglitazona, discretamente inferior a
obtida nos experimentos com o PPARg selvagem, em que o composto ativou o
receptor com eficacia de 50% daquela observada com a rosiglitazona. Diferencas de
comportamento em ensaios de gene reporter com o PPARg selvagem ou com
receptores quiméricos contendo o LBD-PPARg foram observadas previamente com

outros ligantes '8

e, embora ndo sejam completamente compreendidas, uma
especulacdo é a presenca de coativadores que se ligam ao DBD do receptor *”° e
que poderiam, assim, explicar a maior eficacia de ligantes na presenca do PPARg
selvagem, com o DBD preservado '®. E possivel também que essas diferencas
sejam devidas a interacdo intramolecular dos dominios estruturais do PPARg, que
parece influenciar a ligacao de ligantes ao LBD e, assim, a atividade transcricional

do receptor em resposta a ligantes .
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Na presenca do receptor quimérico, o GQ-16 também ndo antagonizou a
ativacdo do LBD-PPARg pela rosiglitazona e foi observado aumento ndo esperado
da inducdo da atividade transcricional do receptor quimérico pela rosiglitazona na
presenca do GQ-16. A auséncia do efeito antagonista e, principalmente, o efeito
aditivo do GQ-16 sobre a inducdo da atividade transcricional do PPARg pela
rosiglitazona, poderiam ser explicados pela ligagdo do GQ-16 a um segundo sitio no
LBD do PPARg diferente do sitio de ligagdo da rosiglitazona, que permitiria a
ativacdo simultanea do receptor pelo GQ-16 e pela rosiglitazona, e efeito aditivo

sobre o recrutamento de coativadores e atividade transcricional do receptor.

Rocchi et al. identificaram um ligante de PPARg estruturalmente diferente das
TZDs e dos ligantes baseados em L-tirosina descritos previamente ', Esse ligante,
denominado FMOC-L-Leucina (N-[9-fluorenilmetiloxilcarbonil]-levo-leucina), foi
caracterizado como um agonista parcial e especifico do receptor por ensaios de
gene reporter e, como o GQ-16, ndo antagonizou a atividade transcricional do

PPARginduzida pela rosiglitazona *#.

A ligacdo do FMOC-L-Leucina ao LBD do PPARg foi investigada por
espectrometria de massa com ionizacdo por impacto de elétrons (electrospray
ionization mass spectrometry), que permite determinar a massa molecular de
complexos protéicos nao covalentes, e os resultados sugeriram a ligacao de duas
moléculas do ligante ao receptor simultaneamente **>. Em condigfes experimentais
semelhantes, houve indicios de ligacdo de somente uma molécula de rosiglitazona
ao LBD do PPARg ¥, Embora os autores nédo tenham caracterizado um segundo
sitio de ligagdo no LBD do receptor, esses resultados indicam a possibilidade de o
PPARg acomodar dois ligantes simultaneamente, seja no bolso de ligacdo ja
estabelecido, constituido pelas hélices 2, 3, 4, 5, 10, 11 e 12, e pelas fitas beta 3 e 4
% seja pela ligacdo de um ligante a esse bolso de ligacdo e de outro a um segundo
sitio no LBD. Estudos estruturais sdo necessarios para esclarecer se ocorre ligacdo
do GQ-16 a um segundo sitio no LBD do PPARg

A ocupacdo simultanea do LBD do PPARg por dois ligantes poderia ser
sugerida também por ensaios bioquimicos, entre eles experimentos de saturacao
com a utilizagdo, em conjunto, de GQ-16 e rosiglitazona radiomarcados, e ensaios

de recrutamento de coativadores. Por meio desses ensaios, foi sugerida a ocupagao
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simultanea do LBD do LXR por um agonista sintético e pela glicose e € possivel,
entdo, que outros RN apresentem também um segundo sitio de ligacdo no LBD **,
Entretanto, o GQ-16 radiomarcado ainda ndo é disponivel. Além disso, presenca de
um segundo sitio de ligagdo no LBD do PPARg poderia ser mais bem definida com a

resolucao da estrutura cristalografica do LBD do receptor ligado ao GQ-16.

6.2 Base molecular da atividade agonista do GQ-16 em PPARg

Para investigar os mecanismos da atividade agonista do GQ-16 em PPARg,
foram realizados ensaios de competicdo com rosiglitazona radiomarcada, o ensaio
de protecdo contra digestédo por prote¢cdo por protease e 0 ensaio de interagdo do

receptor com o coativador SRC-1.

Os ensaios de competicdo utilizando a proteina de fusdo His-LBD-hPPARg
indicaram que o GQ-16 se ligou diretamente ao LBD do PPARg foi capaz de
competir pela ligacdo ao receptor e deslocar a rosiglitazona radiomarcada de forma
concentracdo-dependente. Sua afinidade pelo LBD do PPARg, no entanto, foi menor

gue a da rosiglitazona.

A base fisica para a ativacdo de um RN por agonistas parece ser a
estabilizacdo do complexo ligante-receptor em uma conformagéo que possa interagir
com proteinas coativadoras com maior afinidade '®* '®. Esses multimeros entdo
interagem com a maquinaria de transcricao da célula de modo a aumentar a taxa de
inicio da transcricdo. A ligacdo de um agonista resulta na indu¢cdo de uma
conformacdo compacta do LBD, mais resistente a digestdo por protease quando

comparada com o receptor ndo ligado “.

Foi demonstrado previamente que
concentragcdes saturantes de tiazolidinedionas induzem alteragcdo da conformagao
do PPARg, evidenciada pela geracdo de um fragmento resistente a digestao por
protease "3, de forma semelhante ao que foi observado previamente para outros

RN.
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O padrdo de protecdo do LBD do PPARg contra digestdo por tripsina na
presenca do GQ-16 foi semelhante ao observado em presencga do agonista completo

rosiglitazona, e comparavel ao padréo descrito por estudos prévios '3 18

, em que o
padrdo tipico de protecdo contra proteases na presenca de agonistas foi
caracterizado pela observacao de um fragmento de 27 kDa resistente a digestéao
enzimatica. Esse resultado sugere que o GQ-16 se liga diretamente ao receptor, e
que sua ligacdo induz alteracdo conformacional do LBD do PPARg tipica de um
agonista, mais compacta que a do receptor ndo ligado. Essa conformagéo confere
ao PPARgresisténcia contra digestao por protease, de forma analoga ao observado
com agonistas de outros RN 7>

A base molecular da atividade de agonistas parciais e moduladores seletivos
de PPARgnao é completamente compreendida. H4 dados sugestivos de que esses
ligantes possam produzir conformagfes diferentes do receptor em relagdo aos
agonistas completos '®’, e que isso resulte em interacdo diferencial com
coativadores e, assim, em padrées distintos de expressdo génica. E possivel, entao,
que ligantes que nao estabilizem o receptor em sua conformac¢do considerada
completamente ativa poderiam ser detectados como agonistas parciais ou
moduladores seletivos em ensaios funcionais envolvendo culturas de células 8.
Assim, uma possibilidade para explicar o comportamento agonista parcial do GQ-16
em PPARg seria a indugédo de conformacgdo distinta do LBD do receptor em relacdo
ao agonista completo. Uma conformacéao distinta do PPARg ligado ao GQ-16 poderia
justificar também a auséncia da atividade antagonista desse composto observada
nos ensaios com cultura de células. A avaliacdo da conformacdo do LBD do PPARg
pelo ensaio de protecdo contra tripsina, no entanto, sugeriu que o GQ-16 induz

alteracdo conformacional semelhante ao agonista completo rosiglitazona.

Alguns ligantes de PPARg caracterizados por estudos funcionais como
agonistas parciais e moduladores seletivos do receptor foram também avaliados em
ensaios de protecdo contra protease, entre eles o irbersartan '®, PAT5A **° L-
764406 °° e FMOC-L-Leucina '®2. Em todos os casos, foi observado padrdo de
digestdo semelhante ao do agonista completo. E possivel que as diferencas de
conformacdo responsaveis pela atividade agonista parcial e moduladora seletiva de

ligantes de PPARg sejam muito sutis para deteccdo por esse ensaio. Essas
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diferencas, no entanto, podem ser caracterizadas por estudos cristalogréficos %’
Esses estudos poderiam também esclarecer a possibilidade de a auséncia efeito
antagonista de agonistas parciais do PPARg, como é o caso do FMOC-L-Leucina e
do GQ-16, ser devida a ligacdo de ligantes a um segundo sitio no LBD e, assim,
inducdo de conformacédo distinta, que estabilizasse a conformacao ativa classica

induzida pelo agonista completo.

A regulagdo da transcricdo génica pelo PPARg envolve sua interagdo com
uma variedade de correguladores. A alteracdo conformacional do receptor
desencadeada pela ligagdo de um agonista resulta em novas superficies de
interacdo proteina-proteina, o que permite dissociacdo de correpressores, interacao
com coativadores e ativacdo da expressao génica, por um mecanismo que envolve
modificacdes na estrutura da cromatina e contato com a maquinaria de inicio da
transcricdo *°. As diferencas entre agonistas completos e parciais do PPARg s&o
atribuidas & menor capacidade de os agonistas parciais induzirem o recrutamento de

coativadores.

A atividade agonista parcial do GQ-16 em PPARg poderia, entdo, ser mediada
por uma alteragcdo conformacional do receptor que resultasse em interagéo limitada
com coativadores. Até o momento, foi investigada a influéncia desse composto
sobre a interagédo entre o0 PPARg e o coativador SRC-1. Consistentemente com sua
capacidade de ativar o receptor em ensaios de gene reporter, o0 GQ-16 induziu a
interacdo do PPARg com o SRC-1. Essa interacdo foi comparavel aguela promovida
pelo agonista completo troglitazona, diferentemente do que seria esperado para um

composto com atividade agonista parcial.

Esses resultados levantam a questdo de como um composto que regula a
expressdo génica dependente de PPARg como um agonista parcial é capaz de
promover o recrutamento de um coativador de maneira comparavel a um agonista
completo. Uma possibilidade seria a de o GQ-16 reduzir a afinidade do PPARg por
outros coativadores néo avaliados nesse estudo. Assim, o resultado final da ligacdo
do GQ-16 ao PPARg seria 0 recrutamento de menos proteinas do complexo

coativador, e menor atividade transcricional do receptor. Outra possivel explicacdo
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para esse resultado € que a utilizacdo de concentragbes elevadas dos dois ligantes

(10 mM) tenha dificultado a observacgéo de diferengas entre eles.

E possivel também que o GQ-16 se comporte como um agonista completo em
condicbes experimentais diferentes das estudadas, que avaliem os efeitos do PPARg

em tipos celulares e genes distintos.

6.3 Atividade agonista do GQ-16 em contexto biolégico

As TZDs pioglitazona e rosigitazona, agonistas completos do PPARg, sé&o
capazes de aumentar a diferenciacédo de pré-adipécitos em adipdcitos *3, uma acéo
considerada pelo menos em parte responsavel por seus efeitos desfavoraveis de

adipogénese e ganho ponderal .

Nesse trabalho, a diferenciagdo de adipdcitos foi estudada em dois tipos

celulares, pré-adipocitos 3T3-L1 e células mesenquimais C3H10T1/2.

O GQ-16 foi capaz de foi capaz de aumentar a adipogénese em dois modelos
de inducdo de diferenciacdo de adipécitos claramente influenciados pela presenca
de um ligante sintético de PPARg os pré-adipécitos 3T3-L1 induzidos com
dexametasona, e as células mesenquimais C3H10T1/2 induzidas com a combinac¢éo
IMBX, dexametasona e insulina. Nos dois casos, foi observado menor acumulo
intracelular de lipideos em células tratadas com GQ-16 em relagéo as tratadas com
rosiglitazona. Em células C3H10T1/2, também foi observada menor expressdao do

marcador de diferenciacdo FABP-A em resposta ao tratamento com GQ-16.

Em nenhum modelo estudado foi observada atividade antagonista do GQ-16
sobre a adipogénese estimulada pela rosiglitazona, em concordancia com o0s

resultados dos ensaios de gene reporter.

6.4 Comportamento discordante do GQ-16 em estudos in vitro e em cultura de

células

Os resultados indicaram comportamento discordante do GQ-16 em estudos in

vitro e em cultura de células. No ensaio de competicdo, O GQ-16 deslocou
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completamente a [*H]rosiglitazona do LBD do PPARg embora tenha apresentado
menor afinidade pelo receptor que a rosiglitazona. No ensaio de interacdo proteina-
proteina (“GST pull-down”), induziu a interacdo do receptor com o coativador SRC-1
de forma comparavel a troglitazona. Nas mesmas concentragbes utilizadas nos
estudos in vitro, apresentou efeito agonista parcial nos ensaios de transativagdo em
pré-mondcitos U-937, e nos experimentos de adipogénese com pré-adipécitos 3T3-

L1 induzidos com dexametasona, e com células mesenquimais C3H10T1/2.

A menor afinidade do PPARg ligado ao GQ-16 por outros coativadores néo
estudados poderia explicar sua atividade agonista parcial observada nos ensaios
celulares, porém ndo explicaria como um agonista parcial, capaz de se ligar ao LBD
do PPARg nos ensaios de competicdo e deslocar o ligante radiomarcado, nao
antagonizou os efeitos de um agonista completo, como foi sugerido pelos ensaios de

gene reporter e confirmado nos ensaios de adipogénese.

Além da influéncia do GQ-16 sobre a afinidade do PPARg por outros
correguladores, € possivel que outros fatores também estejam envolvidos na
resposta a ativacdo do receptor por esse ligante no contexto celular, entre eles a

modulacdo da atividade do PPARg por modificagbes pobs-traducionais como

191, 192 191

fosforilagdo e sumoilacdo™", especificas de acordo com o tipo celular. A
sequéncia do promotor de genes-alvo pode também influenciar as alteracdes
conformacionais induzidas pela ligagdo de um ligante e, assim, a interagdo do

receptor com correguladores **°.

Outra possibilidade para explicar as divergéncias do comportamento do GQ-
16 nos estudos in vitro e em cultura de células seria 0 processo de transporte desse
ligante para o ndcleo. A sinalizacdo por compostos lipidicos, entre eles os ligantes
de PPARSs, requer a cooperacao desses receptores com uma familia de proteinas
ligadoras de AG (FABP), que interagem com esses receptores por meio de ligacdes

ndo covalentes, e os transportam entre compartimentos celulares e para o nucleo
193

A visdo que se tem hoje € a de que AG e outros ligantes de PPAR captados
pela célula sejam ligados por uma FABP no citoplasma para seu transporte até o

ndcleo. No nucleo, o complexo formado pela FABP e o AG, ou um ligante sintético
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de PPAR, se liga ao receptor por interagées especificas proteina-proteina, ou seja,
para cada isotipo de RN que atua como sensor de lipideos ha uma FABP especifica
194" Os detalhes desse processo nado sdo claros, mas hé indicios de que o transporte
para o nucleo e a interacdo com o PPAR envolvam mecanismos independentes do
ligante, mas também sejam modulado pelo préprio ligante *°°. Considerando esse
ultimo aspecto, as propriedades funcionais de um ligante, no contexto celular,
poderiam ser influenciadas por sua interagdo com a FABP e modulagdo de seu
transporte até o nucleo. Assim, as caracteristicas da interacdo do GQ-16 com a
FABP no citoplasma (a FABP-A, no caso do PPARg) poderiam explicar as diferencas
de seu comportamento em estudos in vitro e em cultura de células. Essas diferencas
poderiam justificar a incapacidade de o GQ-16 antagonizar o efeito da rosiglitazona,
sugerida pelos resultados dos ensaios de gene reporter e de diferenciacdo de

adipdcitos.

6.5 E possivel prever a atividade do GQ-16 in vivo?

Os estudos com animais transgénicos, a observacdo de caracteristicas
fenotipicas de polimorfismos ou mutagcdes do PPARG em humanos e, também, as
propriedades farmacoldgicas de ligantes de PPARg tém fornecido dados a respeito
de um espectro de atividade do receptor, desde a auséncia de atividade, situagcéo
em que sdo observados lipodistrofia e resisténcia insulinica extrema, passando pela
atividade parcial, até a atividade total ou mesmo aumentada, condicdo em que €
observada obesidade, porém com aumento da sensibilidade insulinica 152 Esses
dados, embora nao tenham elucidado o papel do receptor em condi¢des fisioldgicas
e patolégicas, sugerem que a ativacdo parcial do PPARg seja a melhor estratégia

para reducéo da resisténcia insulinica sem aumento da adipogénese **.

De fato, embora diversos estudos correlacionem a ativagéo transcricional
promovida por ligantes de PPARg in vitro com seus efeitos antidiabéticos in vivo,
muitos compostos com atividade agonista parcial apresentam efeitos
sensibilizadores insulinicos potentes %, entre eles a TZD PAT5A '® e o ligante

182

derivado de L-tirosina FMOC-L-leucina . A base molecular dos efeitos dos

agonistas parciais ndo esta elucidada, mas pode envolver a desrepressao de um
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conjunto de genes metabolicamente importantes, e ndo necessariamente a ativagédo
de sua transcricdo '/, ou mesmo o antagonismo ao efeito de ligantes endégenos de

PPAR e, assim, manutencao de baixos niveis de atividade do receptor 156,

Uma caracteristica interessante dos ligantes de PPARg descritos como
agonistas parciais do receptor € a sua capacidade de regular a expressdo génica
dependente de PPARg de forma diferente dos agonistas completos, em particular
sua capacidade de modular a expressao de genes necessarios aos efeitos
sensibilizadores insulinicos da ativacdo do receptor, sem influenciar genes

envolvidos em adipogénese ou retencdo hidrica *°°.

Essa atividade originou o
conceito de modulacdo seletiva do PPARg, e parece ser resultado da indugdo de
alteragdes conformacionais distintas do receptor por esses ligantes, com a criagcdo
de diferentes superficies de interagdo com correguladores da transcricdo e, assim,
modificacdo da afinidade do receptor por correguladores e indugédo de diferentes
respostas do PPARg **°. A modulagéo seletiva da atividade do receptor, de acordo
com o contexto celular, é considerada hoje a base molecular da atividade benéfica in
vivo de alguns ligantes de PPARg e representa uma forma promissora de
abordagem farmacolégica desses receptores. A tabela 6.1 apresenta os resultados
de estudos in vivo e as propriedades funcionais de alguns ligantes de PPARg

caracterizados como agonistas parciais do receptor.
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Tabela 6.1. Propriedades funcionais e efeitos in vivo de alguns ligantes de PPARg caracterizados

como agonistas parciais.

Composto Inducéo Inducdo de Efeitos in vivo
seletiva de adipogénese in
genes-alvo vitro (modelo)
nTzDpa " Sim Sim ~ insulinemia e glicemia
< rosiglitazona ~ leptinemia
~ ganho ponderal
(camundongos, dieta hiperlipidica)
Halofenato *** Sim N&o ~ insulinemia e glicemia
(camundongos ob/ob e ratos Zucker
fa/fa)
FMOC-L-Leucina ***  N&o avaliado Sim - tolerancia a glicose

PA-082 ™'

PAT5A '

FK614 198, 199 200

KR-62980 “**

M5 202

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

< rosiglitazona

Discreta

Sim

Sim

~ rosiglitazona

Sim

< rosiglitazona

Néao avaliado

(camundongos e submetidos a dieta
padréo ou dieta hiperlipidica)

" insulinemia e glicemia

« peso

(camundongos db/db)

Né&o avaliados

" insulinemia e glicemia

~ ganho ponderal
(camundongos ob/ob e db/db)
" insulinemia e glicemia
(camundongos ob/ob e db/db)
~ trigliceridemia

(camundongos selvagens)

" insulinemia e glicemia

~ ganho ponderal
(camundongos, dieta hiperlipidica)
~ glicemia

"~ resisténcia insulinica (HOMA)
~ retencdo hidrica

(camundongos db/db ratos Zucker fa/fa)

HOMA IR: indice de resisténcia insulinica (homeostasis model assessment)
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Considerando que agonistas parciais do PPARg tenham sido em geral
caracterizados também como moduladores seletivos do receptor, ainda que o0s
efeitos do GQ-16 sobre a expressédo génica em diferentes tecidos ndo tenham sido
avaliados é possivel que a atividade agonista parcial da benzilideno-TZD GQ-16 em
PPARg se traduza em efeitos sensibilizadores insulinicos in vivo, e em menor

inducéo da adipogénese.

Outra caracteristica que distingue o GQ-16 das TZDs classicas é sua
atividade seletiva em PPARg Embora muitos efeitos benéficos das TZDs, em
especial da pioglitazona, sejam atribuidos a ativagcdo do PPARa, ha dados
sugestivos de que a alguns de seus efeitos adversos sejam mediados pela ativagéo
de PPARDb/d, considerando que em culturas de mondcitos e macréfagos humanos foi
observada atividade pré-inflamatéria das TZDs classicas, mediada pela ativagdo do
PPARb/d °. E possivel, entdo, que a seletividade do GQ-16 pelo PPARg se traduza
também em beneficios in vivo. As vantagens teoricas dessas caracteristicas do GQ-
16, no entanto, devem ser confirmadas por estudos in vivo. Além disso, a resolugéo
da estrutura cristalografica do PPARg ligado ao GQ-16 poderia contribuir para
melhor compreensédo dos determinantes de seletividade da ligagcdo de ligantes ao
PPARg e, assim, para o desenvolvimento de novos ligantes com maior

especificidade pelo receptor.
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7 CONCLUSAO

Entre os compostos sintéticos testados, a benzilideno-TZD GQ-16 induziu a

atividade transcricional do PPARgde forma significativa.
O GQ-16 apresentou atividade agonista parcial em PPARg
O GQ-16 nédo apresentou atividade agonista nos PPARa e -b/d e no RXRa.

O GQ-16 nao antagonizou a atividade transcricional do PPARg induzida pelo

agonista completo rosiglitazona.

O GQ-16 se ligou diretamente ao LBD do PPARg, porém com menor afinidade

gue o agonista completo rosiglitazona.

A conformagcdo do LBD do PPARg ligado ao GQ-16 foi semelhante a
observada com o agonista completo rosiglitazona no ensaio de protegdo

contra digestao por protease.

O GQ-16 induziu a interagdo entre 0 PPARge o SRC-1 de forma comparéavel

ao agonista completo troglitazona.

O GQ-16 apresentou potencial adipogénico em cultura semelhante ao do
agonista completo rosiglitazona em células 3T3-L1 induzidas a diferenciar-se
com insulina, dexametasona e IMBX, e inferior ao do agonista completo
rosiglitazona em células 3T3-L1 induzidas a diferenciar-se com
dexametasona, e em células C3H10T1/2 induzidas a diferenciar-se com

insulina, dexametasona e IMBX.
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ANEXO |

Nomenclatura quimica das benzilideno- e acridinilideno-TZDs investigadas quanto a
atividade agonista em PPARgpor ensaios de gene reporter.

Composto Nomenclatura quimica

NNS-1 5-(4-metoxi-benzilideno)-2[2-(4-bromo-fenil)-2-oxo-etilsulfanil]-3-(4-fluor-benzil)-
imidazolidin-4-ona

NNS-2 5-benzilideno-2[2-(4-bromo-fenil)-2-oxo-etilsulfanil]-3-(4-fluor-benzil)-imidazolidin-4-ona

NNS-17 5-benzilideno-2[2-(4-bromo-fenil)-2-oxo-etilsulfanil]-3-(4-bromo-benzil)-imidazolidin-4-
ona

SF-15 5-(3-bromo-4-metoxi-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

SF-20 3-(4-nitro-benzil)-5-(4-metoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona

T™M-2 3-(4-cloro-2-nitro-benzil)-5-(4-cloro-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona

T™M-4 3-(4-cloro-2-nitro-benzil)-5-(4-flor-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona

TM-5a 3-(4-cloro-2-nitro-benzil)-5-(2,4-dimetoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona

TM-6 3-(4-cloro-2-nitro-benzil)-5-(4-dimetilamino-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona

TM-10 3-(4-cloro-2-nitro-benzil)-5-(3-bromo-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-2, 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-4 5-(2-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-5 3-(4-metil-benzil)-5-(4-metdxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-6 5-(2,4-dimetoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-7 5-(3-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-10 5-(4-dimetilamino-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-11 5-(3H-indol-3-il-metileno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-12, 5-(4-benzil6xi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-15 5(4-fluor-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-19 5-(4-nitro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-18 5-(3,4-dicloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-22, 5-(3-bromo-4-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-23 5-(4-dimetilamino-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-24, 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-fenil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

GQ-26 3-(4-fenil-benzil)-5-(4-metodxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
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GQ-28
GQ-30

PT-10

AC-119

3-(4-fenil-benzil)-5-(indol-3-il-metileno)-tiazolidina-2,4-diona

5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(4-fenil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona

1-(4-cloro-benzil)-4-[(4-cloro-fenil)-hidrazono]-5-tioxo-imidazolidin-2-ona «  1-(4-cloro-
benzil-4-(4-cloro-fenilazo)-5-tioxo-imidazolidin-2-ona

5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona

Estrutura quimica das benzilideno- e acridinilideno-TZDs investigadas
atividade agonista em PPARg por ensaios de gene reporter.
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PARTE 2 (ANEXO I1)

INVESTIGAGAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE ISOFLAVONAS DE
SOJA NOS RECEPTORES ALFA, BETA/DELTA E GAMA ATIVADOS POR
PROLIFERADORES PEROXISSOMAIS
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Abstract

Dietary soy has been extensively shown to favorably affect blood levels of
lipids and glucose in many animal models of obesity and insulin resistance, and
clinical studies also suggest its beneficial effects in humans. However, the specific
components of soy and the mechanisms underlying these effects remain to be
defined. Although estrogen receptor has been widely implicated in the protective
actions of isoflavones, the possibility that other nuclear receptors might mediate
these actions is being increasingly recognized. In order to determine whether
soybean isoflavones could influence peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) transcriptional activity, we investigated the agonist effects of a methanolic
fraction obtained from soybean seed and soybean seed coat with hypocotyl on
PPARa, PPARb/d and PPARg These fractions were rich in isoflavones (daidzin,
glycitin, genistin, malonyldaidzin, malonylglycitin, malonylgenistin, daidzein, glycitein
and genistein) determined by HPLC analysis and had no evidence of genetically
modified material containing the gene CP4 EPSPS. Reporter gene assays in human
promonocytic cell line U-937 showed activation of transcriptional activity on PPARa
(P<0.001) and PPARD/d (P<0.05), but no effect on PPARg Activation of PPARa is
consistent with the documented lipid-lowering activity of soy isoflavones in vivo, but
further studies are needed to determine the physiological significance of PPARb/d

activation.

Keywords: Isoflavones; Nuclear receptors; Soybean; PPARa; PPARyY; PPARDb/d.

Running title: Effect of the methanolic fractions of soybean seed on PPAR receptors
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Introduction

Dietary soy has been shown to improve serum lipid levels, glycemic control
and atherosclerosis in many animal models of obesity and insulin resistance (1).
Clinical studies have also suggested the lipid lowering effects of soy protein
consumption in humans (2). However, the specific components of soy and the
mechanisms underlying these beneficial effects are still a matter of controversy and

remain to be elucidated (1).

Dietary soy components include protein, lipids, fiber and phytochemicals such
as isoflavones, which have been identified as bioactive agents and widely recognized
as estrogen receptor agonists or phytoestrogens (3,4). Although this activity has
been implicated in the atheroprotective effects of isoflavones, it is being increasingly
accepted that these phytochemicals might activate other nuclear receptors regulating
lipid metabolism, such as liver X receptor, farsenoid X receptor and peroxisome-

proliferator activated receptor (PPARS) (1).

PPARs are members of the nuclear hormone receptor superfamily of ligand-
activated transcription factors and regulate the expression of target genes involved in
several physiological processes (5) Three receptor subtypes have been identified in
mammals, namely PPARa, PPARb/d and PPARg, with overlapping tissue distribution
and functions. PPARa is expressed in high levels in the liver, kidney and heart,

PPARgis largely expressed in adipose tissue and PPARb/d is ubiquitously expressed
(6).

PPARa controls the transcription of many genes involved in the catabolism of
lipids, and this explains its hypolipidemic effects (7). Activation of PPARg increases
insulin sensitivity and seems a favorable approach to treat insulin resistance
associated with type 2 diabetes (8). In contrast with PPARa and PPARg the
physiological role of PPARDb/d is not fully known (9). It has been suggested that the
anti-inflammatory, antidiabetic and hypolipidemic effects of soy isoflavones may be
mediated by activation of PPARa and PPARg (10-12). However, little is known about

the possibility of activation of PPARbD/d with soy isoflavones. Therefore, in this study
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we investigated whether the methanolic fractions of soybean rich in isoflavones could
activate PPARD/d.

Materials and Methods

1. Materials

Soybean seed and soybean seed coat with hypocotyl fragments were
obtained from the COAMO Company (PR, Brazil) in October of 2005. Soybean seed
coat with hypocotyl fragments were obtained as an industrial residue resulting from
oil extraction of the seed. Isoflavones standards were purchased from Sigma (St.
Louis, MO, USA) and Fuji Co. (Japan). Human promonocyte U937 cells were
obtained from Cells Culture Facility (University of California, San Francisco, CA,
USA). RPMI-1640 medium was obtained from GIBCO (Grand Island, NY, USA).
Lyses buffer and kit for testing luciferase activity were purchased from Promega
(Madison, WI, USA). Bezafibrate and troglitazone were purchased from Sigma (St.
Louis, MO, USA), and rosiglitazone was purchased from Cayman Chemicals (Ann
Arbor, Ml). The expression vectors for PPARa, PPARDb/d and PPARgand the plasmid
containing the luciferase reporter driven by a PPAR-responsive element were kindly
provided by J. Magae (Japan), and their construction has been previously described
(13).

2. Analysis transgenic soy

Genetically modified herbicide-tolerant soy varieties contain the CP4 EPSPS
gene that encodes 5-enol-pyruvylshikimate-3-phosphate  synthase  from
Agrobacterium spp. strain CP4. This gene confers resistance to herbicides containing
glyphosate. The presence of transgenic soybean was investigated using the Trait
Crop and Grain Testing kit from Strategic Diagnostics Inc (Newark, Delaware, USA),
as recommended by the manufacturer. Conventional non-genetically modified
soybean seed and soybean seed containing the EPSPS gene were used as negative

and positive controls, respectively. Transgenic grains were provided by Monsanto
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Company. These tests were authorized by the National Technical Commission for
Biosafety (Certificate of Quality on Biosafety - CQB n®0002/96) and carried out in

Embrapa Soybean (Londrina, Brazil).

3. Extraction of isoflavones from soybean

1 kg of frozen soybean seed (E1) and soybean seed coat with hypocotyl
fragments (E2) were triturated and macerated with 12 L of hexane during twenty
days and filtered. The obtained residues E1 (702 g) and E2 (969 g) was macerated
with ethanol:water (3:2 v/v) during seven days and filtered. The solvent from the
extracts obtained was evaporated in reduced pression and lyophilized yielded 160.6
and 194.0 g of ethanol extracts E1 and E2 respectively. The ethanol extracts were
mixed in 90 mL of methanol and centrifuged. The methanol fractions were

evaporated to afford 48.0 and 26.7 g of methanol fraction of E1 and E2 respectively.

4. High performance liquid chromatography

Extraction of isoflavones from both methanolic fractions (100 mg) was carried
out using hidroethanolic solution 70% (w/w) containing acetic acid (0.1 %) at room
temperature. Every 15 minutes, tubes containing the samples were shake and after
one hour the extracts (1.5 mL) were centrifuged at 14 000 rpm for 15 min at 5°C. The
supernatant was then filtered (0.45 pm) and 20 pL of each sample were used for

HPLC analysis.

HPLC analysis of isoflavones was performed on ODS C18 column (YMC Pack
ODS-AM 250 x 0.4 mm i.d., 5.0 um particle size) in a Waters 2690 HPLC system with
an auto sampler and a photodiode array detector (Waters 996). The wave length was
adjusted at 260 nm. A binary gradient solvent system was employed. The mobile
phases were: a) acidified methanol (0.025% trifluoroacetic acid - TFA) and b)
acidified Milli-Q water (0.025% TFA). Initial condition of the gradient was 20% of
solvent A system, reaching 100% A after 40 min, and then returning to 20% A at 45
min and maintaining this condition until 60 min. The flow rate was 1 mL/min, with

column temperature at 25° C. Isoflavones were adequately separated within 60 min.
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Separated compounds were identified by comparison of retention times and UV
spectra with isoflavones standards (glycoside and aglycon forms). Isoflavones were
quantified using external standardization method (peak areas), and molar extinction
coefficient for malonyl and acetyl forms (14).

5. Cell culture and transient transfection assays

Human promonocytic U-937 cells were maintained and sub cultured in RMPI-
1640 medium (Invitrogen®) supplemented with 10% fetal bovine serum, penicillin (50
Ul/mL) and streptomycin (50 ng/mL), at 37°C and 5% CO,. For transient transfection
assays cells were collected by centrifugation and resuspended in phosphate-buffered
saline (PBS) containing calcium and dextrose (1.5 mL x 10’ cells/0.5 mL PBS), and
then cotransfected with the expression vectors for PPARa, -b/d or -g (1,5 ng) and a
PPAR- responsive luciferase reporter vector (DR1-TK-Luc) by electroporation using a
gene pulser (Bio-Rad®) under 300 mV and 950 nF. Electroporated cells were then
transferred to fresh RPMI-1640 medium and plated in 12-well dishes (1 mL/well) and
treated in triplicates with the methanolic fraction of soybeans containing isoflavones
(200, 400, 800 and 1600 ng/mL), bezafibrate (positive control for PPARa and -b/d
transcriptional activity), troglitazone or rosiglitazone (positive control for PPARg
transcriptional activity) or vehicle. After 24 h, cells were collected by centrifugation,
lysed by the addition of 150 pL 1 x lyses buffer (Promega®) and assayed for
luciferase activity using a Luciferase Assay Kit from Promega® and a luminometer
(PerkinElmer®). Fold activation of the luciferase reporter driven by the PPAR-
responsive element was determined by the ratio of luciferase activity obtained in cell
samples treated with the different compounds by luciferase activity obtained in cell
samples treated with vehicle. All experiments were performed at least three times in

triplicate.

6. Statistical analysis

Transient transfection assays results were presented as mean * standard

error of the mean (SEM). Statistical significance was determined by analysis of
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variance (ANOVA) followed by Newman-Keuls multiple comparison test, using the
software GraphPad Prism for Windows (version 3.0). A P value < 0.05 was

considered statistically significant.

Results

1. Analysis of transgenic soy

Genetically modified soy containing CP4 EPSPS gene was not detected in any

of the samples (data not shown).

2. Analysis of the methanolic fractions of the soybean seed and soybean seed

coat with hypocotyl (HPLC-UV analysis)

The methanolic fractions of soybean seed and soybean seed coat and
hypocotyl were analyzed for isoflavone composition by HPLC (Figure 1) using
standard compounds for comparison, and showed different concentrations of

isoflavones (Table 1).

3. Effect of increasing concentrations of a methanolic extract rich in
conjugated and unconjugated soybean isoflavones on PPARa transcriptional

activity

Dose-response analysis revealed that the methanolic fraction from soybean
seed induced the transcriptional activity of PPARa, with activation comparable to that
seen with bezafibrate 10-4M at 1600 ng/mL (Fig 2A). Similar results were obtained

with the methanolic fraction from soybean seed coat with hypocotyl (Fig 2B).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

112

4. Effect of increasing concentrations of a methanolic extract rich in
conjugated and unconjugated soybean isoflavones on PPARg transcriptional

activity.

No activation of PPARg by the methanolic fraction from soybean seed was
detected with any of the concentrations tested (Fig 3A), neither with the methanolic

fraction from soybean seed coat with hypocotyl (Fig 3B).

5. Effect of increasing concentrations of a methanolic extract rich in
conjugated and unconjugated soybean isoflavones on PPARb/d transcriptional

activity

Dose-response analysis revealed that the methanolic fraction from soybean
seed activated PPARDb/d, and the activation at 1600 ng/mL was comparable to that of
bezafibrate 10-4M (Fig 4A). Similar results were obtained with the methanolic fraction

from soybean seed coat with hypocotyl (Fig 4B).

Discussion

The well established beneficial effects of dietary soy on lipid metabolism and
insulin sensitivity have been recently attributed to the activation of PPARa and
PPARg respectively, by soy isoflavones (1,8,10). However, little is known about the
possibility that isoflavones activate PPARDb/d, which plays a critical role in the
regulation of metabolic homeostasis, and also in cardiac lipid metabolism (15,16),
fetal development (17), inhibition of human cancer cell lines growth (18), protection
against liver toxicity (19), modulation of inflammation (6,20).

In this study a methanolic fraction from soybean seed and soybean seed coat
with hypocotyl rich in conjugated soybean isoflavones was used to address the

potential of PPARD/d activation by these phytochemicals. For comparative purposes

their effect on PPARa and PPARgwas also investigated.
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Our results indicated that the methanolic fractions rich in conjugated soybean
isoflavones induced PPARa and b/d transcriptional activity. It is not surprising that
the methanolic fractions rich in isoflavones from soybean seed and soybean seed
coat with hypocotyl activate PPARa, since this effect has been previously
demonstrated in several other studies (10,12,15,22). Unexpectedly, however, these
fractions did not induce PPARg transcriptional activity. A possible explanation for this
result is that the main soybean isoflavones genistein, daidzein and glycitein were
detected in fairly small amounts (Table 1) in the fractions studied and therefore the
effect on PPARg transcriptional activity was most likely minimal. Another possible
explanation could be variations in the concentrations of isoflavones due to the
extraction method, genetic and/or environmental factors (23-28).

Interestingly, the methanolic fractions rich in conjugated and unconjugated
soybean isoflavones used in this study activated PPARb/d. To the authors’
knowledge this is the first evidence suggesting that isoflavones activate this PPAR

isotype.

The effects of the methanolic fraction from soybean seed and soybean seed
coat with hypocotyl on PPARa and PPARb/d transcriptional activity were similar
although their composition in general terms was different. It is possible that the
similar effects on both PPAR isoforms could be due to comparable concentrations of
the isoflavones genistein and daidzein in the methanolic fractions of seed and seed
coat with hypocotyl. Further studies will indicate which soy isoflavone activates
PPARa and PPARDb/d.

Taken together, our results are consistent with animal and clinical studies
addressing the potential of isoflavones as lipid-lowering (8,10,11) and anti-
inflammatory agents (12), and it can be expected that the methanolic extract from
soybean seed or seed coat with hypocotyl should promote lipid-lowering and anti-

inflammatory effects.

Moreover, the observation that methanolic extract from soybean seed and
from seed coat with hypocotyl activates PPARa and PPARDb/d but did not induce
PPARg transcriptional activity is very important in view of the potential hepatotoxicity

of PPARg agonists. Furthermore the possibility that the anti-inflammatory effects of
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soy isoflavones (12) could be mediated by PPARb/d receptors (6) must be
considered. However, future in vivo studies will be necessary to elucidate the
physiological significance of activation of both PPARa and PPARb/d. Finally, these
results indicate that further efforts to investigate the role of PPARb/d in the beneficial

effects of soy isoflavones are warranted.
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Table 1. Concentrations of isoflavones (mg/100g) in the methanolic fraction of

soybean seed and soybean seed coat and hypocotyl.

Soybean seed Soybean seed coat and hypocotyl

1. Daidzin 145.67 + 3.14 393.78 £5.39
2. Glycitin 47.69 £ 1.86 149.41 £+1.52
3. Genistin 147.54 + 5.54 296.14 £ 4.14
4. Malonyldaidzin 276.54+£4.21 152.29 + 3.38
5. Malonylglycitin 105.73 + 1.17 89.11 + 3.94
6. Malonylgenistin 466.54 + 7.37 161.80 + 2.82
7. Daidzein 57.73+1.26 86.64 + 0.93
8. Glycitein 22.61 +£0.36 33.92+1.08
9. Genistein 75.04+1.6 55.84 + 0.82
Total Isoflavones 1345.09 1418.93

Data represent mg of isoflavones in 100 g of the methanolic fraction of soybean seed

or soybean seed coat and hypocotyl + standard deviation of three determinations.
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Figure 3
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Figure legends

Figure 1. Chromatographic profile of the methanolic fractions of soybean seed (A)
and soybean seed coat with hypocotyl (B). Compounds are: 1, daidzin; 2, glycitin; 3,
genistin; 4, malonyldaidzin; 5, malonylglycitin; 6, malonylgenistin; 7, daidzein; 8,

glycitein; 9, genistein.

Figure 2. Effect of vehicle (ethanol:DMSO), bezafibrate (10* M) or increasing
amounts of methanolic fraction from soybean seed (Panel A) or soybean seed coats
with hypocotyl (Panel B) on the activation of PPARa. U937 cells were cotransfected
with the expression vector for PPARa receptor and a luciferase reporter and then
treated with vehicle (DMSO/Ethanol 1:1), bezafibrate or increasing amounts of
methanolic fraction of soybean seed or soybean seed coats during 24 h and assayed
for luciferase activity. Values were expressed as mean £ EPM. * P < 0.01 vs. vehicle.
** P < 0.001 vs. vehicle by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls multiple

comparison test.

Figure 3. Effect of vehicle (ethanol:DMSO), troglitazone (Trogli) or rosiglitazone
(Rosi) 10®° M, or increasing amounts of methanolic fraction from soybean seed
(Panel A) or soybean seed coats with hypocotyl (Panel B) on the activation of
PPARy. U937 cells were cotransfected with the expression vector for PPARy
receptor and a luciferase reporter and then treated with vehicle (DMSO/Ethanol 1:1),
glitazone or increasing amounts of methanolic fraction of soybean seed or soybean
seed coats during 24 h and assayed for luciferase activity. Values were expressed as
mean £ EPM. * P < 0.01 vs. vehicle. ** P < 0.001 vs. vehicle by one-way ANOVA

followed by Newman-Keuls multiple comparison test.

Figure 4. Effect of vehicle (ethanol:DMSO), bezafibrate (10" M) or increasing
amounts of methanolic fraction from soybean seed (Panel A) or soybean seed coats
with hypocotyl (Panel B) on the activation of PPARgs. U937 cells were cotransfected
with the expression vector for PPARg;; receptor and a luciferase reporter and then
treated with vehicle (DMSO/Ethanol 1:1), bezafibrate or increasing amounts of
methanolic fraction of soybean seed or soybean seed coats during 24 h and assayed
for luciferase activity. Values were expressed as mean £ EPM. * P < 0.05 vs. vehicle

by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls multiple comparison test.



