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RESUMO 

Introdução: a obesidade é uma doença crônica que já afeta boa parte da população 

mundial. O aumento de sua incidência causa consequentemente o aumento de 

doenças a ela relacionadas, como hipertensão e DM2. O desbalanço do tecido 

adiposo e a inflamação – resultante também da infiltração de macrófagos – foram 

identificados como os principais causadores desses distúrbios. Já foi demonstrado o 

papel crucial que o PPARγ possui tanto na diferenciação de adipócitos quanto na 

regulação de genes inflamatórios em macrófagos. Estudos prévios indicaram que o 

GQ-16, agonista parcial de PPARγ, apresenta efeitos sensibilizador insulínico 

comparáveis aos do agonista total rosiglitazona, porém sem indução de ganho de 

peso. Objetivo: Estudar os efeitos anti-inflamatórios e adipogênicos do agonista 

total e parcial do PPARγ, rosiglitazona e GQ-16, respectivamente, sobre as 

respostas inflamatória e adipogênica em dois tipos de sistema de cocultura de 

macrófagos-adipócitos. Métodos: linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 e de 

pré-adipócitos 3T3-L1 maduros foram cultivados e realizado sistema de cocultura 

por contato e transwell com posterior tratamento de 24 horas com veículo (DMSO 

0,01%), rosiglitazona (10-5M) e GQ-16 (10-5M), na presença e ausência de estímulo 

inflamatório com LPS (100 ng/mL). Como controle foram utilizadas células 3T3-L1 

diferenciados e RAW 264.7 cultivados separadamente, os quais receberam os 

mesmos tratamentos da cocultura. As células foram coletadas com Trizol e a 

expressão relativa do RNAm dos genes inflamatórios e adipogênicos foi analisada 

por PCR quantitativa em tempo real (RT-PCRq). Resultados: na cocultura por 

contato, o LPS aumentou a expressão do RNAm da Il6 e esse efeito foi revertido 

pela rosiglitazona quando os macrófagos foram pré-tratados com o LPS. O mesmo 

não foi visto na expressão do RNAm do Tnfα. Na maioria dos tratamentos, a 

expressão do RNAm dos dois genes foi mais acentuada na cocultura do que quando 

as células foram cultivadas separadamente. Em relação aos genes adipogênicos, o 

LPS foi capaz de aumentar a expressão do RNAm apenas da Fabp4 e do Glut4, na 

cocultura por contato. Esse estímulo ainda foi intensificado pela rosiglitazona na 

expressão do RNAm da Fabp4, quando anteriormente os macrófagos foram 

expostos ao LPS. Apenas houve diferença estatisticamente significativa na 

expressão do RNAm da Adpn no tratamento com GQ+LPS do experimento-controle, 

em que ocorreu aumento da expressão do gene em relação ao LPS. Os três genes 



adipogênicos, na maior parte dos tratamentos, tiveram o RNAm menos expresso na 

cocultura por contato do que no controle. Na cocultura transwell, o LPS aumentou a 

expressão do RNAm apenas da Il6 e da Adpn, e a rosiglitazona, diminuiu e 

aumentou, respectivamente, esse efeito quando os macrófagos foram pré-tratados 

com LPS. Conclusão: a interação entre macrófagos e adipócitos parece possuir 

papel fundamental na regulação da expressão de genes inflamatórios e 

adipogênicos. O efeito anti-inflamatório da rosiglitazona foi confirmado e o GQ-16 

mostrou possuir menor efeito adipogênico em relação ao agonista total de PPARγ. 

Palavras-chave: obesidade; inflamação; resistência insulínica; adipócitos; 

macrófagos; PPARγ; rosiglitazona; GQ-16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Introduction: obesity is a chronic disease that already affects a large part of the 

world population. The increase in its incidence consequently causes an increase in 

diseases related to it, such as hypertension and DM2. Adipose tissue malfunction 

and inflammation – also resulting from macrophage infiltration – have been identified 

as the main causes of these disorders. The crucial role that PPARγ plays in both the 

regulation of adipocytes and inflammatory genes in macrophages has already been 

demonstrated. Previous studies indicate that GQ-16, a PPARγ partial agonist, has 

insulin sensitizing effects comparable to those of the full agonist rosiglitazone, but 

without inducing weight gain. Aim: To study the anti-inflammatory and adipogenic 

effects of full and partial PPARγ agonists, rosiglitazone and GQ-16, respectively, on 

inflammatory and adipogenic responses in two types of macrophage-adipocyte 

coculture system. Methods: RAW 264.7 murine macrophages and 3T3-L1 

preadipocytes were cultured in a contact and transwell coculture system with 

subsequent 24-hour treatment with vehicle (DMSO 0.01%), rosiglitazone (10-5M) and 

GQ- 16 (10-5M), in the presence and absence of inflammatory stimulus with LPS (100 

ng/mL). Differentiated 3T3-L1 and RAW 264.7 cultivated separately were used as 

control, which received the same treatments as the coculture. Cells were harvested 

with Trizol and the relative mRNA expression of inflammatory and adipogenic genes 

was analyzed by real-time quantitative PCR (RT-PCRq). Results: in contact 

coculture, LPS increased Il6 mRNA expression and this effect was reversed by 

rosiglitazone when macrophages were pretreated with LPS. The same was not seen 

in the expression of Tnfα mRNA. In most treatments, the mRNA expression of the 

two genes was more pronounced in the co-culture than when the cells were cultured 

separately. Regarding adipogenic genes, LPS was able to increase mRNA 

expression only of Fabp4 and Glut4, in contact coculture. This stimulus was further 

intensified by rosiglitazone in the expression of Fabp4 mRNA, when macrophages 

were previously exposed to LPS. There was only a statistically significant difference 

in the expression of Adpn mRNA in the treatment with GQ+LPS in the control 

experiment, in which there was an increase in gene expression in relation to LPS. 

The three adipogenic genes, in most treatments, had the mRNA less expressed in 

the contact coculture than in the control. In the transwell coculture, LPS increased 

mRNA expression only of Il6 and Adpn, and rosiglitazone, respectively, decreased 



and increased this effect when macrophages were pretreated with LPS. Conclusion: 

the interaction between macrophages and adipocytes seems to have a fundamental 

role in regulating the expression of inflammatory and adipogenic genes. The anti-

inflammatory effect of rosiglitazone was confirmed and GQ-16 was shown to have a 

lower adipogenic effect compared to the full PPARγ agonist. 

Keywords: obesity; inflammation; insulin resistance; adipocytes; macrophages; 

PPARγ; rosiglitazone; GQ-16. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 OBESIDADE, INFLAMAÇÃO E RESISTÊNCIA INSULÍNICA 

 

É comprovado que a obesidade é uma doença que tem, cada vez mais, 

crescido e afetado a população mundial. De acordo com dados obtidos pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS), a obesidade no mundo praticamente triplicou 

desde 1975. Em 2016, mais de 1,9 bilhão de adultos, com idade superior a 18 anos, 

se encontraram em situação de sobrepeso, e, destes, 650 milhões com obesidade, 

representando assim 39% e 13% da população mundial, respectivamente. Dados do 

mesmo ano também apontaram altos números de crianças e adolescentes, com 

idades de 5 a 19 anos, apresentando sobrepeso ou obesidade, representando mais 

de 340 milhões de indivíduos (1). 

O Índice de Massa Corporal (IMC) é a forma mais amplamente utilizada para 

se mensurar a obesidade. A OMS considera com sobrepeso uma pessoa que possui 

IMC maior ou igual a 25 e, obeso, o indivíduo que possui IMC maior ou igual a 30. 

Esse índice é calculado por meio da razão entre o peso corporal e a altura (1): 

 

A obesidade é considerada uma doença crônica, de fisiopatologia complexa e 

não totalmente compreendida. Possui uma etiologia variada, que pode depender de 

diversos fatores. Interações com o meio, pré-disposição genética e comportamento 

humano podem ser exemplos. O peso corporal não irá variar se a energia 

consumida for igual a energia gasta. Acredita-se que, no caso da obesidade, ocorre 

um desequilíbrio positivo entre esse consumo e gasto de energia, no qual a energia 

consumida se torna maior do que a que é perdida pelo corpo (2,3). 

O fato de a obesidade hoje ser considerada um importante problema de 

saúde não é apenas devido ao aumento de sua incidência, mas também pelo fato de 

estar fortemente relacionada com a síndrome metabólica, condição esta que é 

associada com estados pró-inflamatórios e caracterizada por hiperglicemia, 

obesidade abdominal, hipertensão, elevação de triglecerídeos no plasma e redução 

dos níveis de colesterol HDL no plasma. Indivíduos com síndrome metabólica 

possuem maiores riscos de desenvolver Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), dislipidemia 
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e hipertensão arterial sistêmica (HAS). O desbalanço do tecido adiposo e a 

inflamação foram identificados como os principais causadores desses distúrbios. 

Além disso, cada uma dessas doenças, por sua vez, associa-se ao aumento dos 

riscos de aterosclerose e doença cardiovascular (figura 1), as principais causas de 

mortalidade em vários países (2,4–6). 

 

Figura 1 Doenças relacionadas com a Síndrome Metabólica (Adaptado de 6). 

 

O tecido adiposo é composto de adipócitos maduros, uma matriz extracelular 

(MEC), tecidos vasculares e neurais e uma variedade de outros tipos celulares, os 

quais incluem pré-adipócitos, fibroblastos e células-tronco mesenquimais. Além 

disso, quase todas as células imunes já foram encontradas nesse tecido, como 

macrófagos, mastócitos, monócitos, células dendríticas, células natural killer, 

neutrófilos, eosinófilos e linfócitos B e T (5,8). Ele é um tecido dinâmico que interage 

continuamente com outros tecidos críticos para a regulação do metabolismo 

energético e homeostase da glicose, entre eles fígado, músculo esquelético e 

centros reguladores do apetite (9).  

Os macrófagos são as células do sistema imune que estão em maior 

quantidade no tecido adiposo. Estudos mostraram que os neutrófilos e as células 

natural killer, por sua vez, medeiam a resistência à insulina em camundongos em 

resposta à uma dieta rica em gordura. Além disso, estas últimas ainda promovem a 

proliferação e auxiliam na polarização de macrófagos no tecido. Os linfócitos B 

contribuem para a inflamação local e sistêmica, devido à secreção de citocinas, 

produção de anticorpos e apresentação de antígenos às células T. Por fim, tanto os 

linfócitos T CD4+ quanto os linfócitos T CD8+ foram identificados no tecido adiposo, 
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onde regulam a inflamação local por meio da secreção de citocinas que influenciam 

na diferenciação e polarização dos macrófagos (8). 

Os macrófagos do tecido adiposo são representados por 2 tipos principais: 

podem se apresentar tanto no perfil M1 quanto no perfil M2. O estado pró-

inflamatório dos macrófagos é representado pelo perfil M1, sendo este estimulado 

pelo Interferon-gama (INFγ) e lipopolissacarídeo (LPS) e é o responsável pela 

secreção de citocinas, como fator de necrose tumoral α (TNFα), interleucina-6 (IL-6) 

e interleucina-1 (IL-1), e espécies reativas de oxigênio. Já o seu perfil M2 representa 

o estado anti-inflamatório, o qual é estimulado pela IL-4 e IL-3 e é o responsável 

pela secreção de mediadores anti-inflamatórios como IL-10, fator de crescimento 

transformante β (TGFβ) e IL-4, por exemplo. A obesidade induz uma mudança 

fenotípica entre essas populações de macrófagos, fazendo com que ocorra uma 

troca do estado anti-inflamatório (M2) para o estado inflamatório (M1) (5). Isso 

acontece porque, conforme o tecido adiposo expande, a população de linfócitos T 

muda: ocorre uma diminuição das células T reguladoras e um aumento das células T 

CD4+ e T CD8+. Além disso, ainda há um declínio de citocinas e adipocinas anti-

inflamatórias (8). 

Nesse sentido, sabe-se hoje que o tecido adiposo produz ácidos graxos livres 

e vários mediadores inflamatórios implicados na fisiopatologia da obesidade. Isso é 

resultado do aumento desse tecido provocado pelo estado obeso, o que induz 

estresse mecânico, estresse do retículo endoplasmático e hipóxia nos adipócitos. 

Mas, apesar de os adipócitos serem uma fonte de citocinas pró-inflamatórias na 

obesidade, células como pré-adipócitos, macrófagos e células-tronco adiposas 

podem produzir níveis ainda mais altos dessas citocinas (5,7,10). Os adipócitos em 

processo de morte são cercados por macrófagos e o elevado número dessas células 

em seu perfil M1 no tecido adiposo branco obeso é a principal fonte de TNFα e IL-6 

(figura 2). Ainda, as células B, que são recrutadas ao tecido, inibem linfócitos T 

regulatórios, colaborando ainda mais para a inflamação sistêmica acompanhada de 

níveis elevados de IL-6 e TNFα (10). Isso tudo, associado com a ativação de vias de 

sinalização inflamatórias nas células adiposas, contribuem para o desenvolvimento 

da resistência à insulina (7,11–13). 
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Figura 2 A inflamação sistêmica de baixo grau induzida pela obesidade (Adaptado de 10). 

 

O aumento da proteína quimiotática para monócitos-1 (MCP-1), estimulada 

pela ativação de múltiplas vias sinalizadoras que são ativadas durante a hipertrofia 

dos adipócitos, é considerada um dos principais estímulos para o recrutamento de 

macrófagos no tecido adiposo (14). O trabalho desenvolvido por Lumeng e 

colaboradores (2007) ainda mostrou que os macrófagos diminuem os níveis de 

GLUT4, assim como inibem a ação da insulina em adipócitos (15). O GLUT4 é um 

transportador de glicose que elimina o excesso de glicose circulante, aumentando a 

sua captação pelo músculo e tecido adiposo em resposta à insulina. A insulina 

estimula o rápido recrutamento da proteína GLUT4, localizada intracelularmente, 

para a superfície da célula, provocando assim um aumento da atividade de 

transporte da glicose para o meio intracelular. Estados crônicos de deficiência de 

insulina regulam negativamente os níveis de expressão de GLUT4 (16). Estudos 

também sugerem que tanto o TNFα quanto a IL-6 estão associados com a 

diminuição da expressão do RNAm de Glut4 no tecido adiposo e músculo 

esquelético e também com a redução do substrato 1 do receptor de insulina (IRS1) 

(11). 

Diante disso, pode-se dizer que, no desenvolvimento da obesidade, a 

intercomunicação existente entre macrófagos e adipócitos é uma realidade. Nesse 

contexto, pacientes com sobrepeso apresentam resistência à insulina devido ao 

auxílio recebido de macrófagos. Por outro lado, o emagrecimento dos mesmos 

indivíduos está associado à redução tanto da infiltração dos macrófagos quanto da 

expressão de fatores relacionados à inflamação no tecido adiposo (5). 
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A ligação da insulina ao seu receptor, o receptor de insulina (IR), resulta na 

ativação da tirosina quinase IR intrínseca e na subsequente fosforilação do IRS1, o 

que leva à ativação da proteína quinase B (AKT). O TNFα, que, como já dito 

anteriormente, está elevado na condição de obesidade, principalmente devido à sua 

estimulação pelos macrófagos, ativa a quinase c-JUN N terminal (JNK) e a IκB 

quinase (IKK). As duas reduzem a sinalização de insulina por meio da fosforilação 

do IRS1 na serina 307. Ainda, a ativação do TNFα desencadeia a produção de 

ceramidas através da esfingomielina fosfodiesterase (SM). As ceramidas suprimem 

a fosforilação do IR inibindo assim a via de sinalização da insulina (figura 3). Já a IL-

6, também aumentada na obesidade, liga-se ao seu receptor, o receptor de IL-6 (IL-

6R), que recruta duas moléculas do receptor da glicoproteína 130 (GP130) a fim de 

ativar a janus quinase (JAK). A JAK fosforila resíduos de tirosina do receptor GP130 

e, assim, induz a ativação do transdutor de sinal e ativador da transcrição 3 

(STAT3), o que leva à expressão do regulador negativo da sinalização da IL-6, 

supressor da sinalização de citocinas 3 (SOCS3). Por fim, o SOCS3 desestabiliza o 

IRS1, diminuindo assim ação da insulina (figura 3) (10). 

 

 

Figura 3 A inflamação induzida pela obesidade causa resistência à insulina (Adaptado de 10). 
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Em contraste com o aumento da produção de mediadores inflamatórios, a 

síntese de adipocinas anti-inflamatórias, como é o caso da adiponectina, diminui na 

condição da inflamação induzida pela obesidade. A adiponectina é a mais conhecida 

e mais abundante adipocina encontrada no soro humano e é um dos fatores 

secretados por adipócitos mais extensivamente estudados. Seus efeitos são 

mediados pelos receptores AdipoR1 e AdipoR2, que ativam a proteína quinase 

ativada por AMP (AMPK) em células imunes e tecidos. Ela possui propriedades anti-

inflamatórias e atua por meio do bloqueio da ativação do NFκB e reduz citocinas pró-

inflamatórias como TNFα, IL-6 e IL-18. A adiponectina ainda exerce um papel 

importante na adipogênese e sensibilidade insulínica por meio da via da AMPK, que 

promove a oxidação de ácidos graxos e a captação de glicose no músculo 

esquelético e no fígado (8,17). 

Outra adipocina importante para o desenvolvimento da resistência insulínica é 

a proteína de ligação a ácidos graxos 4 (FABP4), também conhecida como aP2. Ela 

é expressa principalmente nos adipócitos e macrófagos e está envolvida na 

regulação do processo inflamatório e metabólico em células-alvo. A FABP4 é 

responsável por transportar ácidos graxos para várias organelas na célula, como a 

mitocôndria, peroxissomo, retículo endoplasmático e núcleo. A expressão da FABP4 

é induzida durante a diferenciação de adipócitos e é transcricionalmente controlada 

por agonistas de PPAR, ácidos graxos, insulina e dexametasona. Também é 

induzida durante a diferenciação de monócitos em macrófagos e pelo tratamento 

com LPS (18). 

A resistência à insulina é um estado patológico em que as células alvo no 

fígado, músculo esquelético e tecido adiposo não respondem de forma adequada à 

insulina, o que resulta em sua incapacidade de captar e metabolizar glicose de 

forma eficaz (19,20). Além disso, este estado pode prejudicar a capacidade das 

ilhotas pancreáticas de sintetizar e secretar insulina suficiente para atender às 

necessidades metabólicas do corpo. Dentre as manifestações clínicas que a 

resistência à insulina pode apresentar é possível citar: hiperinsulinemia, 

hiperglicemia, hiperlipidemia, aumento dos níveis de marcadores inflamatórios 

circulantes e diminuição dos níveis de adiponectina plasmática (19). 

Essa resistência insulínica é o defeito primário que leva ao diabetes do tipo 2. 

A OMS estima que, em 2014, 422 milhões de adultos estavam vivendo com diabetes 

no mundo. O número quase que quadruplicou em comparação a 1980, em que se 
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tinham 108 milhões de indivíduos com a doença. A prevalência do diabetes 

aumentou de 4.7% para 8,5% nesse período. Já com relação à mortalidade, o 

diabetes foi responsável por 1,5 milhão de mortes em 2019, sendo que 48% destas 

foram de pacientes com idades abaixo dos 70 anos. Apesar de não se conseguir 

distinguir essas estimativas entre os tipos de diabetes (do tipo 1 e do tipo 2), sabe-se 

que a maioria das pessoas afetadas com a doença possuem o diabetes do tipo 2 

(21). 

 

1.2 SISTEMAS DE COCULTURA 

 

Como já mencionado, no tecido adiposo obeso, os adipócitos hipertróficos e 

hiperplásicos secretam várias citocinas inflamatórias. Dentre elas, a quimiocina 

MCP-1, que promove a infiltração de macrófagos no tecido. Conforme a obesidade 

progride, os macrófagos passam a ser os maiores produtores de quimiocinas e 

citocinas inflamatórias no tecido, e ainda ocorre uma mudança fenotípica entre 

essas células, fazendo com que os macrófagos passem do seu estado anti-

inflamatório (M2) para o estado inflamatório (M1) (15,22–24). Portanto, as interações 

parácrinas e autócrinas entre adipócitos e macrófagos podem exacerbar a resposta 

inflamatória do tecido adiposo e o desenvolvimento da resistência insulínica. Além 

disso, os ácidos graxos livres liberados via lipólise no tecido adiposo são comumente 

elevados em indivíduos obesos e podem agravar distúrbios do tecido, aumentar as 

respostas inflamatórias e também induzir resistência à insulina (25,26). 

Diante disso, podemos especular o cross-talk existente entre adipócitos e 

macrófagos como um mecanismo que agrava as alterações inflamatórias no tecido 

adiposo obeso. Uma forma de representar essa interação in vitro é por meio da 

cocultura dessas células. Estudos já demonstraram que o cultivo de macrófagos 

RAW 264.7 e pré-adipócitos 3T3-L1 diferenciados, em contato direto, foram capazes 

de aumentar a expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias como MCP-1, TNFα 

e IL-6, assim como diminuir a expressão de adiponectina, citocina anti-inflamatória, 

sendo que a extensão das mudanças na expressão das citocinas foi dependente da 

duração da cocultura e do número de células RAW 264.7 utilizadas (26). 

Corroborando, Lu e colaboradores (2020) demonstraram que a cocultura por contato 

promoveu um grande aumento nos níveis de IL-6, TNFα e MCP-1 em comparação 
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ao cultivo dos macrófagos e adipócitos separados. Esse efeito ainda foi ampliado 

quando as células foram expostas a um estímulo inflamatório (27). 

Além disso, estudos também já demonstraram que o cultivo de RAW 264.7 e 

3T3-L1 por meio da cocultura em sistema transwell, ou seja, sistema no qual as 

células não entram em contato direto, mas são separadas por uma fina membrana, 

também foi capaz de induzir o aumento da expressão de MCP-1 e IL-6 em 

comparação ao cultivo separado das células. Tais resultados indicam que os 

adipócitos e os macrófagos se comunicam, pelo menos parcialmente, por meio de 

um mecanismo parácrino (26). 

Suganami e colaboradores (2005) sugerem que os ácidos graxos livres, 

derivados de adipócitos, são um importante mediador parácrino de inflamação em 

macrófagos pelas seguintes razões: a liberação de ácidos graxos livres pelas células 

3T3-L1 é aumentada quando em cocultura com as células RAW 264.7; TNFα 

aumenta a liberação de ácidos graxos livres pelas 3T3-L1 por meio da indução da 

lipólise; e os ácidos graxos saturados, como palmitato, podem aumentar a produção 

de TNFα, induzindo, assim, mudanças inflamatórias nas células RAW 264.7 (26). 

Ainda, existem trabalhos que comparam os dois tipos de cocultura. Um 

exemplo é o trabalho de De Boer e colaboradores (2014) que demonstrou que a 

secreção de MCP-1 e IL-6 foi 1,5 vezes maior na cocultura por contato do que na 

cocultura por sistema transwell, sendo que as células foram cultivadas e tratadas 

sob as mesmas condições (28). 

 

1.3 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES 

PEROXISSOMAIS 

 

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs) fazem parte 

de uma superfamília de receptores nucleares (RN), os quais, ao serem ativados por 

um ligante, promovem a transcrição gênica, regulando assim vários processos 

biológicos (29). De forma semelhante aos demais receptores nucleares, os PPARs 

podem regular a expressão gênica por meio de três mecanismos básicos, onde o 

ligante pode ou não estar presente. São eles: repressão basal, transativação e 

transrepressão (30). Nesses mecanismos de regulação da expressão gênica estão 

envolvidas moléculas chamadas de cofatores, as quais são proteínas que podem 

tanto reprimir (correpressores) como aumentar (coativadores) a atividade 
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transcricional do receptor nuclear, por meio da conexão de fatores de transcrição ao 

processo e ao modificar a estrutura da cromatina do DNA (31). 

A transativação se caracteriza pela ativação da transcrição gênica de maneira 

ligante dependente (figura 4). Os ligantes podem ser sintéticos ou endógenos e, 

após ativação, formam heterodímeros com o receptor X retinóide (RXR) e se ligam à 

sequências específicas de reconhecimento, chamados elementos responsivos do 

receptor ativado por proliferadores peroxissomais (PPRE), na região reguladora 

gênica dos genes-alvo. Essa ligação propicia a dissociação dos correpressores e o 

recrutamento do complexo de coativadores nucleares (NCoA), os quais modificam a 

estrutura da cromatina do DNA, permitindo assim a montagem da maquinaria 

transcricional e consequentemente a transcrição gênica (32). 

 

 

Figura 4 Mecanismo de ativação da transcrição gênica (Adapatado de 12). 

 

A transrepressão também ocorre por meio da ligação do ligante ao PPAR, 

mas nesse caso de uma maneira PPRE-independente. Embora pouco 

compreendida, diversos mecanismos são propostos para explicar a transrepressão 

(figura 5), tais como (A) a interação do PPAR com fatores de transcrição 

relacionados com atividade inflamatória, tais como NFκB, que causam interferência 

na ligação do receptor com elementos responsivos nos genes alvos; (B) competição 

por coativadores; (C) inibição da liberação dos correpressores; (D) indução da 

expressão de fatores de transcrição repressores, como o IΚBα; (E) regulação da 

atividade da quinase por interação direta. 

Coativador 

Ligante endógeno 

Ligante exógeno 

Transcrição 
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Figura 5 Mecanismos de repressão de transcrição de genes (32). 

 

Por outro lado, a repressão basal acontece independente da ligação do PPAR 

com o ligante. O heterodímero PPAR-RXR se liga ao PPRE nos genes responsivos 

e promove o recrutamento de complexos de correpressores, inibindo dessa forma a 

transcrição. Essas proteínas corepressoras, como o correpressor de RN (NOCR) e 

as desacetilases de histonas (HDAC), mantêm a cromatina em sua forma enovelada, 

impedindo, assim, as atividades da maquinaria transcricional e dos complexos 

coativadores, resultando em uma repressão ativa da expressão gênica (32,33). 

Os receptores PPARs são compostos por 4 domínios: A/B, C, D e E/F (figura 

6). O domínio A/B se encontra na porção N-terminal do receptor; nele encontra-se a 

função 1 de ativação (AF-1), a qual é independente de ligante e é responsável pela 

fosforilação do PPAR. O domínio C, também chamado de domínio de ligação ao 

DNA (DBD), é onde ocorre a ligação com o PPRE na região promotora dos genes 

alvos. Já o domínio D (ou co-FBD) serve como sítio de acoplamento de cofatores. 

Por fim, o domínio E/F, ou domínio de ligação com o ligante (LBD), é onde está 

localizada a função ativadora 2 dependente de ligante e é o responsável por 

promover a ativação do PPAR ligado ao PPRE, consequentemente aumentando a 

expressão gênica (29). 
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Figura 6 Representação esquemática dos domínios funcionais dos PPARs (29). 

 

Com o tempo se descobriu que os PPARs representam uma família de 3 

receptores: PPARα, PPARβ/δ e PPARγ, sendo que todas as isoformas exercem 

suas funções principalmente por meio da transcrição gênica. Dessa forma, eles são 

capazes de regular uma variedade de genes, estando envolvidos na regulação 

metabólica de glicose e lipídeos, na homeostase, na adipogênese, sensibilidade 

insulínica, resposta imune, crescimento celular e diferenciação (29). 

O PPARα é encontrado principalmente no fígado, e está presente em uma 

quantidade menor no coração e músculo esquelético, tecidos com altos índices de 

catabolismo de ácidos graxos. Dessa forma, esse receptor possui um papel 

fundamental na regulação do catabolismo de ácidos graxos uma vez que regula a 

oxidação desses ácidos por meio do controle da expressão de enzimas na via de β-

oxidação (34,35). Este receptor possui como ligantes endógenos ácidos graxos de 

cadeia longa, enquanto que de forma não natural possuem como agonistas os 

fibratos, os quais são utilizados como medicamentos antidislipidemiantes (31). 

Já o PPARβ/δ é expresso na maioria dos tipos celulares, sendo que foram 

demonstradas funções importantes relacionadas a esse receptor em tecidos como: 

músculo esquelético, tecido adiposo, pele, estômago e cérebro. Entretanto, ainda é 

importante dizer que esse isotipo foi encontrado no fígado, rim e intestino, tecidos 

esses envolvidos com aspectos do metabolismo lipídico (31,36). A respeito disso, o 

PPARβ/δ participa da homeostasia lipídica, regulação da oxidação de ácidos graxos, 

inflamação e equilíbrio de colesterol e glicose plasmáticos. Por outro lado, sua 

expressão também pode estar relacionada com resultados desfavoráveis de vários 

cânceres, mas os dados ainda são inconclusivos e contraditórios e por isso não são 

se sabe claramente o papel desse receptor no processo carcinogênico (37). 

Diferentemente dos outros isotipos, não se conhece sobre ligantes seletivos para 

esse receptor (9)(38). 

Por último, o PPARγ é o receptor mais estudado da família dos PPARs. Ele 

possui papel importante em vários tecidos metabólicos, sendo expresso no tecido 

adiposo branco e marrom, intestino grosso e baço, manifestando-se também na 

placenta e em macrófagos. Porém, sua expressão é mais pronunciada nos 



30 
 

adipócitos, onde atua na regulação da adipogênese, balanço energético e biosíntese 

lipídica. Esse receptor ainda possui ação como sensibilizador insulínico, sendo por 

isso alvo de medicamentos antidiabéticos conhecidos como tiazolidinedionas (TZDs) 

(39,40). 

 

1.4 RECEPTOR ATIVADO POR PROLIFERADOR DE PEROXISSOMA 

GAMA (PPARγ) 

 

O PPARγ possui 3 isoformas diferentes: PPARγ1, PPARγ2 e PPARγ3. As 

proteínas produzidas pelo RNA mensageiro do PPARγ1 e PPARγ3 são idênticas, 

enquanto a proteína formada pelo PPARγ2 possui 30 aminoácidos a mais na sua 

porção amino terminal. Todas as isoformas desse receptor desempenham 

importante papel na diferenciação de adipócitos e no metabolismo de glicose, mas 

são expressos de forma diferente no corpo. O PPARγ1 pode ser encontrado em 

diferentes tecidos, sendo expresso em praticamente quase todos os tipos celulares, 

principalmente em células inflamatórias, como macrófagos, linfócitos e células 

dendríticas. Já a expressão do PPARγ2 e do PPARγ3 é quase que exclusiva dos 

adipócitos (39,41). Tanto PPARγ1 quanto PPARγ2 são fundamentais para o 

desenvolvimento do tecido adiposo e controle da sensibilidade insulínica. No 

entanto, PPARγ2 é a isoforma regulada em resposta à ingestão de nutrientes e à 

obesidade (39). 

Atualmente, sabe-se que o PPARγ desempenha um papel fundamental na 

diferenciação de células adiposas. Quando esse receptor é ativado, estimula todo 

um processo de diferenciação nos fibroblastos, o que inclui mudanças morfológicas, 

acúmulo de lipídeos e a expressão de genes característicos dos adipócitos (42). 

Estudos já demonstraram a atuação do PPARγ tanto in vitro quanto in vivo. Em 

cultura de pré-adipócitos, a diferenciação foi observada na presença de agonistas de 

PPARγ. O receptor foi expresso no início da adipogênese e levou a um aumento de 

fatores de transcrição como C/EBPβ e C/EBPδ (43–45). Ainda, em experimentos 

com ratos quiméricos, foi demonstrado o quanto o PPARγ é essencial para a 

diferenciação de adipócitos (46). 

O PPARγ que está presente em macrófagos possui sua expressão induzida 

rapidamente após a diferenciação de monócitos em macrófagos (47,48). Esses 

receptores induzem uma regulação negativa de uma grande quantidade de genes 
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inflamatórios nessas células. Sendo assim, é de se esperar que sua depleção faça 

cessar essa repressão das vias inflamatórias intracelulares dos macrófagos (49). Já 

foram reportados estudos nos quais o uso de agonistas de PPARγ foram capazes de 

inibir citocinas pró-inflamatórias, como TNFα, IL-6 e interleucina 1 beta (IL-1β) (50). 

Essa capacidade do PPARγ de bloquear a expressão de genes pró-

inflamatórios pode ser por diferentes meios, sendo que o principal é antagonizando 

cascatas de sinalização. Ele pode regular negativamente fatores de transcrição 

através da eliminação de coativadores transcricionais como o elemento responsivo 

ligado á proteína monofosfato cíclico de adenosina (CREB) ou o coativador-1 do 

receptor de esteroide, por exemplo (51). Por outro lado, estudos já demonstraram 

que o PPARγ é direcionado para os complexos corepressores de histona 

desacetilase-3 do receptor nuclear em resposta a SUMOilação dependente de 

ligante (52), protegendo assim esse complexo da degradação proteossomal, sendo 

que, normalmente, a histona desacetilase-3 remove o complexo corepressor, o que 

provoca a expressão dos genes pró-inflamatórios. Além disso, o PPARγ reprime a 

ativação da proteína cinase ativada por mitógenos (MAPK), o que faz com que os 

fatores de transcrição sejam mantidos sem fosforilação e, consequentemente, 

inativos (53). 

 

1.5 AGONISTAS TOTAL E PARCIAL DE PPARγ 

 

O receptor nuclear PPARγ possui ligantes naturais, os agonistas endógenos, 

que podem ser divididos em: eicosanóides e prostaglandinas, ácidos graxos 

insaturados, nitroalcanos e fosfolipídios oxidados. Dentre eles, o principal é a 

ciclopentenona prostaglandina 15-deoxi∆12-14-prostaglandina-J2 (15d-PGJ2). Já os 

ligantes sintéticos, agonistas farmacológicos, podem ser divididos em: família 

tiazolidinediona (TZDs), agonistas não-TZDs, moduladores seletivos de PPARγ, 

agonistas duplos α/γ e agonistas pan α/δ/γ. Esses fármacos são usados 

principalmente no tratamento do Diabetes Mellitus do tipo 2 (41). 

As TZDs são agonistas totais de PPARγ e têm sido utilizadas no tratamento 

da hiperglicemia desde 1997, podendo ser usadas tanto em monoterapia quanto em 

combinação com outros agentes anti-hiperglicemiantes. Ao se ligarem no receptor 

nuclear, funcionam como sensibilizadores insulínicos, aumentando a absorção de 

glicose, principalmente no tecido adiposo. Esse efeito pode ser explicado: por 
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alterarem a expressão de genes envolvidos no metabolismo lipídico e 

consequentemente promoverem a absorção e o armazenamento de ácidos graxos 

no tecido adiposo, uma vez que existe uma correlação entre altos níveis de ácidos 

graxos livres e resistência à insulina; por inibirem a expressão de genes pró-

inflamatórios e como resultado diminuirem a produção de citocinas envolvidas com a 

inflamação, as quais induzem resistência insulínica; e por aumentarem a produção 

de adiponectina, produto secretório do adipócito, que foi observado estar associado 

tanto com o aumento da oxidação de ácidos graxos no músculo esquelético quanto 

com a melhora da glicema em ratos diabéticos (54,55). 

Porém, além desses mecanismos genômicos dos agonistas de PPARγ, 

alguns ligantes demonstraram efeitos mesmo na ausência do receptor (em modelos 

de siRNA e de gene knockout), o que sugere a existência de receptores distintos 

também capazes de responder a esses agonistas (32). Um exemplo seria o receptor 

acoplado a proteína G 40 (GPR40), um receptor de membrana associado à 

secreção de insulina induzida por ácidos graxos livres e glicose. Estudos 

demonstraram que as TZDs possuem potencial para se ligarem e ativarem esse 

receptor, produzindo efeitos que se sobrepõem aos do PPARγ (56–62). Ainda, 

efeitos deletérios das TZDs podem se dever ao fato de se ligarem a esse receptor, 

mas essa informação ainda é controversa. A apoptose de osteoblastos e osteócitos, 

induzida por TZD, tem sido diretamente ligada ao GPR40. Por outro lado, o agonista 

de GPR40, GW9508, que bloqueia a diferenciação de osteoclastos in vitro, mostrou 

prevenir a perda óssea induzida por ovariectomia em camundongos wildtype, mas 

não em camundongos GPR40 knockout (63). 

Apesar dos efeitos anti-hiperglicemiante e anti-inflamatório das TZDs estarem 

bem estabelecidos, a sua utilização tem sido associada a vários efeitos adversos. O 

principal deles é o aumento da mortalidade por doenças cardiovasculares, como 

infarto do miocárdio, insuficiência cardíaca, parada cardíaca, derrames, entre outros. 

Por esse motivo, em 2010, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

cancelou o registro de medicamentos contendo rosiglitazona (64). Ainda, as TZDs 

podem provocar: ganho de peso, retenção hídrica, risco de fraturas ósseas e 

aumento da incidência de câncer de bexiga (65). 

A fim de solucionar os problemas associados às TZDs, foram conduzidas 

investigações para o desenvolvimento de agonistas parciais de PPARγ. Um agonista 

parcial tem uma atividade intrínseca mais baixa em um receptor em comparação a 
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um agonista completo, sendo assim, não produzirão a mesma extensão da resposta 

biológica que um agonista completo quando ligado ao receptor (66). Os agonistas 

parciais de PPARγ surgiram como estratégia terapêutica, pois eles mantêm os 

efeitos benéficos das TZDs como sensibilizadores insulínicos, porém sem apresentar 

os efeitos colaterais indesejados, devido à sua incapacidade de ativar totalmente o 

receptor (67). 

Vários agonistas parciais de PPARγ foram identificados, em estudos pré-

clínicos, como tendo eficácia antidiabética e toxicidade reduzida. Como exemplo, é 

possível citar o estudo de Hou e colaboradores (2018) no qual é demonstrado que o 

tratamento de camundongos com CMHX008, agonista parcial de PPARγ, resultou no 

aumento da sensibilização insulínica comparáveis aos da rosiglitazona, porém com 

um menor risco de perda óssea (68). INT131 é outro composto que foi identificado 

como um potente agonista parcial de PPARγ que mostrou diminuir fortemente os 

níveis de glicose em modelos de roedores com diabetes mellitus. INT131 ainda 

exibiu diminuição dos efeitos adversos em comparação à rosiglitazona – os ratos 

tratados com o agonista parcial apresentaram menor ganho de peso corporal, ganho 

de peso cardíaco e ganho de peso pulmonar em comparação aos tratados com 

rosiglitazona, sugerindo que INT131 reduz a retenção de líquidos (69). E, 

recentemente, um derivado de tetrazol, KY-903, demonstrou atuar como agonista 

parcial de PPARγ com similar eficácia, porém com menos efeitos adversos, em 

comparação à pioglitazona. KY-903 apresentou menor ganho de peso corporal e 

menor perda óssea quando comparado ao agonista total, uma vez que aumentou os 

níveis de adiponectina sem causar diferenciação de adipócitos (70). 

O mecanismo no qual esses agonistas parciais possuem poder sensibilizador 

insulínico comparáveis aos de agonistas totais pode ser explicado pelo estudo de 

Choi e colaboradores (2010), o qual demonstrou que a fosforilação do PPARγ no 

resíduo de Ser273 possui relação com a obesidade e resistência insulínica, uma vez 

que resulta na desregulação de genes-alvo, como a adiponectina. Além disso 

sugeriu que tanto as TZDs quanto os agonistas parciais melhoravam a sensibilidade 

insulínica principalmente pela inibição da fosforilação do PPARγ mediada por Cdk5 

na Ser273 (71). Ainda, agonistas parciais parecem possuir um recrutamento 

diferencial de coreguladores, levando a uma mudança na expressão de genes em 

comparação aos agonistas totais (72). 
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A busca por moduladores seletivos de PPARγ levou ao desenvolvimento de 

vários compostos sintéticos, dentre eles o GQ-16 (figura 7). Estudos demonstraram 

que esse ligante apresenta atividade específica para PPARγ, não sendo capaz de 

ativar outros subtipos do receptor, e que ele atua como um agonista parcial fraco em 

comparação à rosiglitazona. Ainda, em estudos realizados com ratos submetidos a 

uma dieta rica em gordura, o agonista parcial mostrou aumentar a fosforilação do 

receptor de insulina (substrato do receptor de insulina 1, IRS-1) no tecido adiposo, 

fígado e músculo, além de conseguir bloquear efeitos inflamatórios relacionados 

com a resistência insulínica, de forma equivalente à rosiglitazona, porém, sem 

induzir o ganho de peso provocado pela TZD (73). 

 

 

Figura 7 Estrutura química do GQ-16 em comparação às TZDs rosiglitazona e pioglitazona (73). 

 

Esse novo composto sintético, QG-16, mostrou resultados promissores nos 

estudos realizados até o momento. Suas características de agonismo 

parcial/modulador seletivo e específico do PPARγ, seu menor poder adipogênico em 

comparação à rosiglitazona e seus efeitos in vivo sugerem seu potencial terapêutico 

nas doenças metabólicas relacionadas à obesidade, DM2 e inflamação crônica. 

Contudo, algumas questões ainda necessitam melhor esclarecimento. Qual o 

mecanismo pelo qual o GQ-16 melhora a sensibilidade à insulina sem promover 

alguns dos efeitos colaterais como ganho de peso? Será que os efeitos benéficos do 

GQ-16 se estenderiam também aos efeitos anti-inflamatórios dos agonistas totais de 

PPARγ? O GQ-16 poderia influenciar a atividade de macrófagos que afeta o 
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desenvolvimento da resistência à insulina? É de suma importância compreender os 

mecanismos moleculares que levam ao aumento do recrutamento de macrófagos 

para o tecido adiposo, pois poderia prevenir a inflamação induzida pela obesidade e 

consequentemente a resistência à insulina. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Estudar os efeitos anti-inflamatórios e adipogênicos do agonista total e parcial 

do PPARγ, rosiglitazona e GQ-16, respectivamente, sobre as respostas inflamatória 

e adipogênica em dois tipos de sistema de cocultura de macrófagos-adipócitos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Estudar os efeitos do GQ-16 e rosiglitazona na expressão de genes 

inflamatórios na cocultura por contato e na cocultura transwell;  

 Investigar os efeitos do GQ-16 e rosiglitazona na expressão de genes 

adipogênicos em adipócitos diferenciados em 2 sistemas de cocultura;  

 Estudar se há diferença na expressão de genes inflamatórios e adipogênicos 

entre o controle e a cocultura por contato. 
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3 MÉTODOS 

 

3.1 CULTURA DE CÉLULAS:  

 

Macrófagos murinos RAW 264.7 foram cultivados em meio de cultura DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contendo 2 nM de glutamina, 50 U/mL de 

penicilina, 50 µg/mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (SFB), em placas 

para cultura de tecidos de 150 mm. As células foram mantidas em incubadora a 

37ºC e com 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado dia sim, dia não. Ao atingirem 

confluência, as células foram plaqueadas em placa de 6 poços, com 

5x105 células/poço. 

Pré-adipócitos murinos 3T3-L1 foram cultivados em meio de cultura DMEM 

contendo 2 nM de glutamina, 50 U/mL de penicilina, 50 µg/mL de estreptomicina e 

10% de soro neonatal bovino (SNB), em placas para cultura de tecidos de 150 mm. 

As culturas celulares foram mantidas em incubadora a 37ºC e com 5% de CO2. Ao 

atingirem 75% de confluência, as células foram plaqueadas em placa de 6 poços, 

com 4,8x104 células/poço. 

 

3.2 ENSAIO DE DIFERENCIAÇÃO DE PRÉ-ADIPÓCITOS 3T3-L1 

 

Pré-adipócitos 3T3-L1 foram cultivados em meio de cultura DMEM contendo 2 

nM de glutamina, 50 U/mL de penicilina, 50 µg/mL de estreptomicina e 10% de SNB 

até sua confluência. Dois dias depois (D0), foram tratados com coquetel indutor de 

diferenciação, contendo 500 μM de IMBX, 5 μg/mL de insulina e 1 μM de 

dexametasona durante mais dois dias (D2). Nesse período foi realizada a troca do 

meio de cultura para DMEM com SFB. Em seguida, foram tratados com 5μg/mL de 

insulina por mais 12 dias (figura 8). 
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Figura 8 Ensaio de diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1. Pré-adipócitos 3T3-L1 foram 

cultivados em meio de cultura DMEM contendo 2 nM de glutamina, 50 U/mL de penicilina, 50 µg/mL 

de estreptomicina e 10% de SNB até sua confluência (D-2). Dois dias depois, foram tratados com 

coquetel indutor de diferenciação (D0), contendo 500 μM de IMBX, 5 μg/mL de insulina e 1 μM de 

dexametasona durante mais dois dias (D2). Nesse período foi realizada a troca do meio de cultura 

para DMEM com SFB. Em seguida, foram tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. 

 

1) D0 2) D2 

3) D4 4) D6 

5) D8 6) D10 

7) D12 8) D14 



39 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 Desenho esquemático dos dias da diferenciação de adipócitos e realização da 

cocultura. 

 

3.3 PADRONIZAÇÃO DO MÉTODO DE COCULTURA MACRÓFAGOS-

ADIPÓCITOS 

 

 Para a padronização do método, intensa pesquisa foi realizada a fim de se 

determinar pontos como: quantidade de células a se utilizar; tempo de realização da 

cocultura; tempo de tratamento com o estímulo inflamatório; momento de adição dos 

agonistas; como realizar o experimento-controle. 

 Muitos artigos analisados não descrevem a quantidade de macrófagos 

adicionados sobre os adipócitos e, aqueles que descrevem, muitas vezes não 

informam o tipo de placa de cultura celular utilizada. Diante disso, foi um desafio 

determinar a quantidade de células RAW 264.7 que seriam adicionadas na 

cocultura. A princípio, foram utilizadas 1 x 105 células/poço, conforme descrito no 

trabalho de Suganami e colaboradores (2005) (26), entretanto, essa quantidade não 

se mostrou suficiente para a quantificação do RNA total das amostras. Em 

consequência disso, aumentou-se para o dobro a quantidade de macrófagos 

utilizados na cocultura (2 x 105 células/poço).  

 O tratamento dos macrófagos com o LPS foi realizado por 24 horas, conforme 

estudos anteriores (74). Apesar de haver trabalhos que realizaram o tratamento com 

o LPS por 48 horas na cocultura entre macrófagos e adipócitos (75,76), também 

existem estudos que mostram a capacidade do LPS em aumentar o processo 

inflamatório em menores tempos, como em 6 horas de tratamento (77). 

 Para a realização dos tratamentos, foram analisados estudos que os 

adicionaram antes da cocultura (78), no mesmo momento da execução da cocultura 

(79–81), ou ainda após algum tempo de incubação da cocultura (27,75,77,82,83). 

D-2 

100% confluente 

Meio indutor de 

diferenciação + SFB 

D0 

D2 

SFB + insulina 

Cocultura + tratamentos 

D14 

D15 

Coleta 

48h 48h 24h 12 dias 
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Por fim, foi escolhido adicionar os tratamentos com os agonistas de PPARγ no 

mesmo instante em que se realizou a cocultura entre as células. 

 Após decidir por adicionar os tratamentos no mesmo momento da cocultura, 

surgiu o questionamento de por quanto tempo incubar as células. Muitos artigos 

relatam manter a cocultura em incubação por 48 horas (26,75,76,80). Porém, como 

para a realização do tratamento é utilizado meio DMEM sem soro, as células 3T3-L1 

já diferenciadas não aguentariam permanecer na placa por muitos dias sem a 

presença do soro e por isso foi escolhido realizar a incubação da cocultura por 24 

horas, conforme artigos anteriores (77–79,83). 

 Ainda, para a execução do experimento-controle, foi observado que era feito o 

cultivo separado dos macrófagos e adipócitos, nas mesmas condições e sob os 

mesmos tratamentos feitos na cocultura, e apenas no momento da coleta que essas 

células eram unidas. Porém, por descuido, se pensou que o experimento-controle 

para os dois tipos de cocultura eram realizados da mesma forma, quando na 

verdade, para o controle da cocultura transwell deve ser apenas do cultivo dos 

adipócitos, já que apenas os adipócitos dessa cocultura que são coletados, uma vez 

que a membrana onde se encontram os macrófagos nesse sistema não suporta a 

adição do Trizol. Diante desse equívoco, não foi possível obter resultados 

verdadeiros com relação ao controle da cocultura transwell e nem realizar a 

comparação da interação parácrina entre as células com o cultivo separado dos 

adipócitos. 

 

3.4 COCULTURA MACRÓFAGOS-ADIPÓCITOS 

 

A cocultura de adipócitos 3T3-L1 diferenciados e macrófagos RAW 264.7 foi 

realizada de duas maneiras. Foi utilizado um sistema de cocultura transwell (Costar) 

em placas com membrana de poro 0,4 μm que separa a câmara inferior contendo as 

células 3T3-L1 diferenciadas da câmara superior com as células RAW 264.7. O 

outro sistema foi pelo contato direto de adipócitos diferenciados e macrófagos. 

A adição dos macrófagos (2 x 105 células/poço) (26), tanto no sistema por 

contato (figura 9A) quanto no sistema transwell (figura 9B), foi realizada no dia 14 de 

diferenciação dos adipócitos. Em seguida, as células receberam os tratamentos com 

os agonistas. Após 24 horas de tratamento, foram colhidas com Trizol para a 

extração do RNA (figura 10). 
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Figura 10 Esquema ilustrativo de sistema de cocultura por contato e transwell (Adaptado de 

21). 

 

3.5 TRATAMENTOS 

 

Macrófagos RAW 264.7 foram estimulados com LPS (100 ng/mL) 24 horas 

antes da realização da cocultura. É possível observar pela figura 11 a diferença de 

coloração do meio de cultura (DMEM + SFB) quando na presença do estímulo 

inflamatório (Placa de Petri à direita). 

 

Figura 11 Tratamento de macrófagos RAW 264.7 com LPS por 24 horas. 

 

3.5.1 Cocultura por Contato  

 

Os macrófagos RAW 264.7, pré-tratados ou não com o LPS (100 ng/mL) por 

24h, foram adicionados (2 x 105 células/poço) diretamente sobre os adipócitos 3T3-

L1 no dia 14 de diferenciação destes, assim como descrito anteriormente, em meio 

DMEM sem soro fetal bovino. Em seguida, foram acrescentados os seguintes 

tratamentos por 24 horas: 

1) Veículo (DMSO 0,01%). 

2) Rosiglitazona (10-5M). 

3) GQ-16 (10-5M). 

 

A B 
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4) Veículo (DMSO 0,01%) + LPS (100 ng/mL) 

5) Rosiglitazona (10-5M) + LPS (100 ng/mL). 

6) GQ-16 (10-5M) + LPS (100 ng/mL). 

A placa de 6 poços com 3T3-L1 diferenciados e a placa de 6 poços com 

macrófagos RAW 264.7, cultivados isoladamente, foram utilizadas como controle 

interno. As células foram cultivadas pelo mesmo período e receberam os mesmos 

tratamentos que a cocultura (descritos acima). A concentração dos agonista 

escolhida para realização dos tratamentos foi baseada em estudos prévios (73). No 

momento da coleta, as células foram misturadas, sendo transferidas para o mesmo 

tubo do tipo eppendorf®. 

 

3.5.2 Cocultura por Sistema Transwell 

 

As células RAW 264.7, pré-tratados ou não com o LPS (100 ng/mL) por 24h, 

foram adicionadas em membrana de poro 0,4 μm presente na câmara superior da 

placa do sistema transwell de cocultura (2 x 105 células/poço). Dessa forma, os 

macrófagos ficaram separados da câmara inferior que continha as células 3T3-L1 

diferenciadas, em meio DMEM sem soro fetal bovino em ambas as câmaras. Em 

seguida, foram acrescentados os seguintes tratamentos, nas duas câmaras da 

placa, por 24 horas: 

1) Veículo (DMSO 0,01%). 

2) Rosiglitazona (10-5M). 

3) GQ-16 (10-5M). 

4) Veículo (DMSO 0,01%) + LPS (100 ng/mL) 

5) Rosiglitazona (10-5M) + LPS (100 ng/mL). 

6) GQ-16 (10-5M) + LPS (100 ng/mL). 

A concentração dos agonista escolhida para realização dos tratamentos foi 

baseada em estudos prévios (73). Nesse tipo de sistema, apenas as células 3T3-L1, 

que estavam na câmara inferior da placa, foram coletadas. 
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3.6 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 

3.6.1 Extração de RNA 

 

A extração do RNAm das células de adipócitos 3T3-L1 e das células de 

macrófagos RAW 264.7 foi realizada utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen), 

conforme recomendações do fabricante. Em suma, o meio de cultura foi removido e 

as células foram lavadas com PBS, enquanto mantidas sobre gelo. Foi adicionado 1 

mL de TRIzol® por poço nas células em cocultura e 500 μL de TRIzol® por poço nas 

células do controle interno, seguido de homogeneização com a ponteira, a fim de se 

retirar todas as células do poço. Em seguida, a suspensão de células em TRIzol® foi 

transferida para tubos de 1,5 mL do tipo eppendorf® livres de RNAse e mantidas 

acondicionadas em temperatura de -80 ºC até o procedimento de extração. No caso 

do controle interno, os macrófagos e os adipócitos foram misturados no momento da 

coleta, sendo transferidos para o mesmo tubo do tipo eppendorf®. 

Para a extração do RNA total, as suspensões de células foram 

descongeladas em gelo e posteriormente mantidas em temperatura ambiente por 5 

minutos. Foram adicionados 200 μL de clorofórmio em cada amostra e em seguida 

as mesmas foram agitadas em agitador tipo vórtex por 15 segundos. Depois de 3 

minutos descansando em temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a 

14000 RPM por 15 minutos, a 4ºC, para separação de fases. Formaram-se 3 fases 

no tubo e a parte superior, que contém o RNA total, foi transferida para novos tubos 

de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 500 μL de isopropanol para precipitação do 

RNA. As amostras foram então agitadas em vórtex por mais 15 segundos, seguido 

de incubação em temperatura ambiente por 10 minutos. Após incubação, 

centrifugou-se novamente os tubos a 14000 RPM por mais 10 minuto, a 4ºC. Um 

pellet foi formado e cada tubo foi vertido em papel filtro para descarte do 

sobrenadante. Ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol 75% (v/v), com temperatura 

entre 2 a 8ºC, para posterior agitação em vórtex e centrifugação a 14000 RPM por 2 

minutos, sendo essa sequência repetida por mais duas vezes. Após o último 

descarte do sobrenadante e a completa secagem do conteúdo do tubo, o pellet foi 

ressuspendido entre 10 e 30 μL de água milli-Q estéril tratada com 0,1% (v/v) de 

dietilpirocarbonato (DEPC). 
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3.6.2 Análise de Pureza do RNA Total 

 

A pureza das amostras de RNA total foi mensurada por espectrometria, 

utilizando o aparelho NanoVue Plus (GE Healthcare Life Sciences, UK, EU). O grau 

de contaminação por proteínas foi obtido através da razão entre os comprimentos de 

onda 260 nm e 280 nm. Razões entre 1,6 e 2,2 foram consideradas adequadas 

(Tabelas 1 e 2). 

 

Tabela 1 – Quantificação e análise de pureza do RNA total de amostras da cocultura por contato 

Amostra Tratamento Concentração Pureza 

COCULTURA 

POR 

CONTATO N1 

Cocultura DMSO 0,144 1,905 

Cocultura ROSI 0,126 1,869 

Cocultura GQ 0,112 1,872 

Cocultura DMSO + LPS 0,119 1,874 

Cocultura ROSI + LPS 0,116 1,877 

Cocultura GQ + LPS 0,134 1,888 

3T3 + RAW DMSO 0,130 1,879 

3T3 + RAW ROSI 0,144 1,846 

3T3 + RAW GQ 0,132 1,849 

3T3 + RAW DMSO + LPS 0,141 1,848 

3T3 + RAW ROSI + LPS 0,146 1,853 

3T3 + RAW GQ + LPS 0,137 1,829 

COCULTURA 

POR 

CONTATO N2 

Cocultura DMSO 0,145 1,838 

Cocultura ROSI 0,143 1,850 

Cocultura GQ 0,132 1,869 

Cocultura DMSO + LPS 0,143 1,855 

Cocultura ROSI + LPS 0,136 1,848 

Cocultura GQ + LPS 0,138 1,849 

3T3 + RAW DMSO 0,135 1,842 

3T3 + RAW ROSI 0,150 1,829 

3T3 + RAW GQ 0,133 1,834 

3T3 + RAW DMSO + LPS 0,122 1,877 

3T3 + RAW ROSI + LPS 0,126 1,880 

3T3 + RAW GQ + LPS 0,134 1,841 

COCULTURA 

POR 

Cocultura DMSO 0,138 1,830 

Cocultura ROSI 0,139 1,826 
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CONTATO N3 Cocultura GQ 0,143 1,855 

Cocultura DMSO + LPS 0,145 1,828 

Cocultura ROSI + LPS 0,139 1,770 

Cocultura GQ + LPS 0,128 1,833 

3T3 + RAW DMSO 0,136 1,838 

3T3 + RAW ROSI 0,134 1,811 

3T3 + RAW GQ 0,120 1,818 

3T3 + RAW DMSO + LPS 0,140 1,819 

3T3 + RAW ROSI + LPS 0,133 1,814 

3T3 + RAW GQ + LPS 0,147 1,813 

COCULTURA 

POR 

CONTATO N4 

Cocultura DMSO 0,150 1,816 

Cocultura ROSI 0,140 1,856 

Cocultura GQ 0,148 1,883 

Cocultura DMSO + LPS 0,145 1,828 

Cocultura ROSI + LPS 0,147 1,813 

Cocultura GQ + LPS 0,142 1,839 

3T3 + RAW DMSO 0,149 1,874 

3T3 + RAW ROSI 0,148 1,827 

3T3 + RAW GQ 0,147 1,817 

3T3 + RAW DMSO + LPS 0,138 1,821 

3T3 + RAW ROSI + LPS 0,133 1,855 

3T3 + RAW GQ + LPS 0,141 1,820 

COCULTURA 

POR 

CONTATO N5 

Cocultura DMSO 0,141 1,918 

Cocultura ROSI 0,144 1,880 

Cocultura GQ 0,149 1,869 

Cocultura DMSO + LPS 0,133 1,834 

Cocultura ROSI + LPS 0,142 1,904 

Cocultura GQ + LPS 0,150 1,909 

3T3 + RAW DMSO 0,134 1,845 

3T3 + RAW ROSI 0,133 1,855 

3T3 + RAW GQ 0,142 1,859 

3T3 + RAW DMSO + LPS 0,131 1,896 

3T3 + RAW ROSI + LPS 0,137 1,895 

3T3 + RAW GQ + LPS 0,143 1,889 
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Tabela 2 – Quantificação e análise de pureza do RNA total de amostras da cocultura transwell 

Amostra Tratamento Concentração Pureza 

COCULTURA 

TRANSWELL 

N1 

Cocultura DMSO 0,139 1,744 

Cocultura ROSI 0,140 1,759 

Cocultura GQ 0,129 1,755 

Cocultura DMSO + LPS 0,143 1,750 

Cocultura ROSI + LPS 0,146 1,722 

Cocultura GQ + LPS 0,136 1,726 

3T3 + RAW DMSO 0,146 1750 

3T3 + RAW ROSI 0,143 1,741 

3T3 + RAW GQ 0,131 1,735 

3T3 + RAW DMSO + LPS 0,125 1,720 

3T3 + RAW ROSI + LPS 0,150 1,773 

3T3 + RAW GQ + LPS 0,140 1,712 

COCULTURA 

TRANSWELL 

N2 

Cocultura DMSO 0,136 1,784 

Cocultura ROSI 0,126 1,815 

Cocultura GQ 0,138 1,801 

Cocultura DMSO + LPS 0,134 1,816 

Cocultura ROSI + LPS 0,132 1,761 

Cocultura GQ + LPS 0,144 1,804 

3T3 + RAW DMSO 0,147 1,808 

3T3 + RAW ROSI 0,130 1,810 

3T3 + RAW GQ 0,129 1,718 

3T3 + RAW DMSO + LPS 0,122 1,837 

3T3 + RAW ROSI + LPS 0,122 1,832 

3T3 + RAW GQ + LPS 0,119 1,840 

COCULTURA 

TRANSWELL 

N3 

Cocultura DMSO 0,136 1,894 

Cocultura ROSI 0,134 1,845 

Cocultura GQ 0,141 1,862 

Cocultura DMSO + LPS 0,132 1,860 

Cocultura ROSI + LPS 0,143 1,855 

Cocultura GQ + LPS 0,129 1,883 

3T3 + RAW DMSO 0,147 1,844 

3T3 + RAW ROSI 0,144 1,842 

3T3 + RAW GQ 0,127 1,822 

3T3 + RAW DMSO + LPS 0,137 1,854 
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3T3 + RAW ROSI + LPS 0,148 1,859 

3T3 + RAW GQ + LPS 0,146 1,838 

COCULTURA 

TRANSWELL 

N4 

Cocultura DMSO 0,136 1,803 

Cocultura ROSI 0,137 1,869 

Cocultura GQ 0,134 1,836 

Cocultura DMSO + LPS 0,142 1,821 

Cocultura ROSI + LPS 0,137 1,849 

Cocultura GQ + LPS 0,143 1,845 

3T3 + RAW DMSO 0,131 1,832 

3T3 + RAW ROSI 0,109 1,845 

3T3 + RAW GQ 0,146 1,838 

3T3 + RAW DMSO + LPS 0,118 1,788 

3T3 + RAW ROSI + LPS 0,127 1,854 

3T3 + RAW GQ + LPS 0,127 1,822 

 

3.6.3 Tratamento com DNAse 

 

Para certificar de que não haveria possíveis contaminações por DNA 

genômico, o RNA total extraído foi tratado com 1 unidade/L de DNAse I (Sigma 

Aldrich), por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a enzima foi inativada 

adicionando-se um tampão de inativação contendo EDTA (50mM) e aquecimento a 

70°C em termociclador, por 10 minutos, de acordo com as especificações do 

fabricante. 

 

3.6.4 Trasncrição Reversa e Amplificação por PCR em Tempo Real (RT- PCR) 

 

A avaliação da expressão gênica foi realizada por meio de PCR quantitativa 

em tempo real, utilizando o kit Power SYBR® Green RNAto-CT 1-Step (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA), seguindo as instruções do fabricante. O produto 

de amplificação dos genes IL-6, TNFα, FABP4, ADPN e GLUT4 foi determinado pelo 

sistema SYBR® Green. A sequência dos primers utilizados se encontram na tabela 

3. O método utilizado para a detecção do RNA se baseia em uma transcrição 

reversa feita enzimaticamente a partir do RNA obtido nas amostras, obtendo-se 

assim um DNA. Sondas marcadas com fluoróforos, compostas pela sequência 
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complementar do DNA que se procura são misturadas ao DNA obtido através da 

transcrição reversa, identificando-se indiretamente a presença de determinadas 

sequências de RNA. A quantidade de RNA também pode ser inferida através da 

intensidade de luz emitida, com intensidade proporcional à quantidade do produto de 

amplificação e é representada por Ct (threshold cycle / ciclo quantitativo). 

As reações foram preparadas em placas de 96 poços (MicroAmp Optical, 

Applied Biosystems) para um volume final de 20 μL e continham 0,08 μL de Mix da 

enzima RT (125x), 10 μL de Mix Power SYBR® Green RT-PCR (2x), 0,2 μL (100nM) 

de cada primer e 15 ng de RNA. Completou-se o volume com água livre de RNAse e 

DNAse. Um controle negativo (sem amostras de RNA) foi realizado para cada par de 

primer, para verificar possíveis contaminações. A placa de 96 poços foi colocada em 

um termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A 

programação do termociclador para a reação de amplificação foi (i) desnaturação 

inicial (10 minutos a 94oC); (ii) 40 ciclos de amplificação (desnaturação: 15 

segundos, 94oC; anelamento e amplificação: 1 minuto, 60oC) e (iii) curva de 

desnaturação ou melting com o objetivo de avaliar a especificidade da reação de 

PCR. A quantificação relativa dos RNA mensageiros foi feita por meio do método de 

comparação de Ct ou ΔΔCt, utilizando-se a seguinte fórmula aritmética: 

 

 

 

2- ΔΔCt 

 

Tabela 3 – Sequência dos primers utilizados para determinação da expressão gênica por PCR 

quantitativa em tempo real 

Gene1 Sequência do oligonucleotídeo (5’-3’) 

Tnfα Foward: 5’-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT-3’ 

 Reverse: 5’-GCTACGACGTGGGCTACAG-3’ 

Il6 Foward: 5’-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3’ 

 Reverse: 5’-TTGGTCCTTAGCCACTCCTCC-3’ 

Fabp4 Foward: 5’-ACACCGAGATTTCCTTCAAACTG-3’ 

 Reverse: 5’-CCATCTAGGGTTATGATGCTCTTCA-3’ 

Adpn Foward: 5’-GCACTGGCAAGTTCTACTGCAA-3’ 

[(𝐶𝑞𝐺𝑖 – 𝐶𝑞𝐶𝑖) amostra A – (𝐶𝑞𝐺𝑖 – 𝐶𝑞𝐶𝑖) amostra B] 
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 Reverse: 5’-GTAGGTGAAGAGAACGGCCTTGT-3’ 

Glut4 Foward: 5’-GAAGCCAGGAGCTTGATGTG-3’ 

 Reverse: 5’-TCAGGGCCCCTAAAGTCAG-3’ 

Gapdh Foward: 5’-AAGGGCTCATGACCACAGTC-3’ 

 Reverse: 5’-CAGGGATGATGTTCTGGGCA-3’ 

1 Identificação do primer pelo gene correspondente F: primer forward; R: primer reverse. 

 

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média (EPM) 

e comparados por Teste t de Student para 2 amostras ou ANOVA seguido de testes 

múltiplos de Tukey. O critério de significância para todas as análises foi o valor p < 

0,05.  
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4 RESULTADOS 

Foi realizada a cocultura de pré-adipócitos diferenciados em adipócitos com 

macrófagos para determinar se a presença de macrófagos poderia alterar o efeito 

adipogênico e anti-inflamatório dos agonistas total e parcial, rosiglitazona e GQ-16, 

respectivamente, nos adipócitos. 

 

4.1 QUANTIFICAÇÃO E ANÁLISE DE PUREZA 

 

4.2 EFEITO DE AGONISTAS DE PPARγ NA EXPRESSÃO RELATIVA DO 

RNAm DE GENES INFLAMATÓRIOS EM SISTEMA DE COCULTURA 

MACRÓFAGOS-ADIPÓCITOS POR CONTATO E TRANSWELL:  

 

4.2.1 Efeito de Agonistas de PPARγ na Expressão Relativa do RNAm da Il6 em 

Sistema de Cocultura por Contato de Macrófagos-Adipócitos 

 

A figura 12 mostra a expressão do RNAm da Il6 em sistema de cocultura de 

macrófagos-adipócitos por contato após o tratamento com os agonistas total e 

parcial de PPARγ, rosiglitazona (ROSI) e GQ-16, respectivamente, bem como o 

efeito do estímulo inflamatório prévio nos macrófagos, representado pelo LPS (100 

ng/mL), em 24 horas de tratamento.  

No sistema de cocultura macrófagos-adipócitos por contato, a expressão dos 

genes se dá tanto pela presença de adipócitos quanto pela presença de macrófagos. 

Já no controle, os macrófagos e adipócitos foram cultivados separadamente e 

misturados apenas no momento da coleta. 

É possível notar que a expressão do RNAm da Il6, quando houve a exposição 

prévia dos macrófagos do experimento controle ao LPS (100 ng/mL) por 24h, foi 

aproximadamente 23 vezes maior em comparação aos tratamentos com o veículo 

(DMSO 0,01%) e com os agonistas total e parcial de PPARγ (figura 12 A). Ainda, no 

tratamento com os agonistas, quando os macrófagos foram pré-tratados com o LPS, 

tanto a rosiglitazona quanto o GQ-16 conseguiram reverter o aumento da expressão 

do RNAm da Il6 evocado pelo pré-tratamento, mas o agonista total demonstrou esse 

efeito em maior intensidade, mostrando ser 3,23 vezes menor que o tratamento com 

o LPS (figura 12 B). Os tratamentos na cocultura (figura 12 C e D) mostraram 

resultados semelhantes em comparação ao controle, porém, apenas a rosiglitazona 
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A B 

C D 

foi capaz de reverter o estímulo do LPS na expressão do RNAm da Il6, sendo a 

expressão gênica 4,86 vezes menor, enquanto que a expressão provocada pelo GQ-

16 é 1,61 vezes maior em comparação ao LPS (figura 12 D). 
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Figura 12 Efeito de agonistas de PPARγ na expressão relativa do RNAm da Il6, em sistema de 

cocultura por contato de macrófagos-adipócitos. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-

adipócitos 3T3-L1 foram tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em 

seguida, foram tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os 

macrófagos, pré-tratados ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os 

adipócitos (C e D) e, então, realizados os tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona 

IL-6 

COCULTURA 

CONTROLE 
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(ROSI, 10-5M) e GQ-16 (10-5M). No caso do controle interno (A e B), os adipócitos diferenciados e os 

macrófagos foram cultivados isoladamente e receberam os mesmos tratamentos que a cocultura. 

Após 24 horas de tratamento, as células foram colhidas com Trizol para a extração do RNA. A 

expressão relativa do RNA mensageiro da Il6 foi analisada por PCR quantitativa em tempo real (RT-

PCRq). Dados de experimentos realizados de forma independente, expressos como média da 

expressão relativa ± EPM e analisados por ANOVA seguida da comparação múltipla de Tukey. 

 

 Já ao se comparar a cocultura por contato com o controle (figura 13), é 

possível observar que apenas os tratamentos com a rosiglitazona e o GQ-16, 

quando os macrófagos foram pré-tratados com o LPS, mostraram diferença 

estatisticamente significativa em relação ao cultivo das células separadamente, 

sendo a expressão do RNAm da Il6 na cocultura 2,6 e 9,94 vezes maiores, 

respectivamente, que a expressão no controle. (figura 13 E e F). 
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Figura 13 Comparação do controle com a cocultura de macrófagos-adipócitos por contato na 

expressão do RNAm da Il6. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-adipócitos 3T3-L1 foram 

tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em seguida, foram tratados 

com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os macrófagos, pré-tratados ou não 

IL-6 

A B C 

D E F 
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com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os adipócitos e, então, realizados os 

tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona (ROSI, 10-5M) e GQ-16 (10-5M). No caso do 

controle interno, os adipócitos diferenciados e os macrófagos foram cultivados isoladamente e 

receberam os mesmos tratamentos que a cocultura. Após 24 horas de tratamento, as células foram 

colhidas com Trizol para a extração do RNA. A expressão relativa do RNA mensageiro da Il6 foi 

analisada por PCR quantitativa em tempo real (RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de 

forma independente, expressos como média da expressão relativa ± EPM e analisados por Teste t de 

Student.  

 

4.2.2 Efeito de Agonistas de PPARγ na Expressão Relativa do RNAm da Il6 em 

Sistema de Cocultura Trasnwell de Macrófagos-Adipócitos 

 

A figura 14 mostra a expressão relativa do RNAm da Il6 em sistema transwell 

de cocultura de macrófagos-adipócitos após o tratamento com os agonistas total e 

parcial de PPARγ, rosiglitazona e GQ-16, respectivamente, bem como o efeito do 

LPS (100 ng/mL), utilizado como estímulo inflamatório nos macrófagos 24 horas 

antes da cocultura. A cocultura transwell demonstra a comunicação parácrina entre 

as células, e a expressão dos genes se dá pela presença dos adipócitos. 

A expressão do RNAm da Il6 no tratamento prévio dos macrófagos com o 

LPS se mostrou aproximadamente 20 vezes maior em comparação ao veículo 

(DMSO 0,01%), 32 vezes maior em relação à rosiglitazona e 6,7 vezes maior em 

comparação ao GQ-16 (figura 14 A). Ainda, quando no pré-tratamento dos 

macrófagos com o LPS, o agonista total foi capaz de diminuir esse estímulo 

inflamatório, induzido pelo LPS, de forma significativa, uma vez que a expressão 

gênica de Il6 se mostrou 3 vezes menor. Porém, o mesmo não foi visto no 

tratamento realizado com o agonista parcial, o qual não apresentou diferença 

estatística na expressão do RNAm da Il6 (figura 14 B). 
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Figura 14 Efeito de agonistas de PPARγ na expressão relativa do RNAm da Il6, em sistema de 

cocultura transwell de macrófagos-adipócitos. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-

adipócitos 3T3-L1 foram tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em 

seguida, foram tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os 

macrófagos, pré-tratados ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os 

adipócitos e, então, realizados os tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona (ROSI, 10-

5M) e GQ-16 (10-5M). Após 24 horas de tratamento, as células foram colhidas com Trizol para a 

extração do RNA. A expressão relativa do RNA mensageiro da Il6 foi analisada por PCR quantitativa 

em tempo real (RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de forma independente, expressos 

como média da expressão relativa ± EPM e analisados por ANOVA seguida da comparação múltipla 

de Tukey. 

 

4.2.3 Efeito de Agonistas de PPARγ na Expressão Relativa do RNAm do Tnfα 

em Sistema de Cocultura por Contato de Macrófagos-Adipócitos 

 

A figura 15 mostra a expressão do RNAm do gene Tnfα em sistema de 

cocultura de macrófagos-adipócitos por contato após o tratamento com os agonistas 

total e parcial de PPARγ, rosiglitazona e GQ-16, respectivamente, bem como o 

efeito do estímulo inflamatório prévio dos macrófagos da cultura de células por 24 

horas de tratamento com LPS (100 ng/mL). 
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No sistema de cocultura macrófagos-adipócitos por contato, a expressão dos 

genes se dá tanto pela presença de adipócitos quanto pela presença de macrófagos. 

Já no controle, os macrófagos e adipócitos foram cultivados separadamente e 

misturados apenas no momento da coleta. 

Diferentemente do que se esperava, a expressão gênica do RNAm do Tnfα, 

mediador pró-inflamatório, se mostrou menor no tratamento com LPS em 

comparação ao veículo em aproximadamente 14 vezes e em comparação à 

rosiglitazona e GQ-16 apresentou ser aproximadamente 12 vezes menor (figura 15 

A). Resultados similares puderam ser observados nos tratamentos feitos na 

cocultura por contato (figura 15 C). Ainda no experimento controle, não houve 

diferença estatisticamente relevante nas células com a adição dos agonistas quando 

os macrófagos foram pré-tratados com LPS (figura 15 B). Por outro lado, na 

cocultura, quando os macrófagos foram anteriormente expostos ao LPS, a 

expressão do gene, nos tratamentos tanto com a rosiglitazona quanto com o GQ-16, 

diminuiu significativamente em comparação ao LPS (figura 15 D), apresentando ser 

quase 1,7 vezes menor. 
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Figura 15 Efeito de agonistas de PPARγ na expressão relativa do RNAm do Tnfα, em sistema 

de cocultura por contato de macrófagos-adipócitos. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-

adipócitos 3T3-L1 foram tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em 

seguida, foram tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os 

macrófagos, pré-tratados ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os 

adipócitos (C e D) e, então, realizados os tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona 

(ROSI, 10-5M) e GQ-16 (10-5M). No caso do controle interno (A e B), os adipócitos diferenciados e os 

macrófagos foram cultivados isoladamente e receberam os mesmos tratamentos que a cocultura. 

Após 24 horas de tratamento, as células foram colhidas com Trizol para a extração do RNA. A 

expressão relativa do RNA mensageiro do Tnfα foi analisada por PCR quantitativa em tempo real 

(RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de forma independente, expressos como média da 

expressão relativa ± EPM e analisados por ANOVA seguida da comparação múltipla de Tukey. 
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 A expressão do RNAm do Tnfα na cocultura por contato em comparação à 

sua expressão no controle interno, quando as células foram cultivadas 

separadamente, demonstrou um resultado mais condizente com o que se esperava, 

mostrando que o cultivo das células em contato direto influenciou para uma maior 

expressão do gene (figura 16 C a F). A rosiglitazona não mostrou diferença 

estatisticamente significativa na expressão do gene (figura 16 B). E, curiosamente, a 

expressão do RNAm do Tnfα no tratamento com o veículo mostrou ser 1,84 vezes 

menor na cocultura (figura 16 A), entretanto, como o TNFα é uma citocina pró-

inflamatória, muito presente na inflamação induzida pela obesidade, era de se 

esperar que o contato dos macrófagos e adipócitos, característico do quadro obeso, 

aumentasse a sua expressão. 
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Figura 16 Comparação do controle com a cocultura de macrófagos-adipócitos por contato na 

expressão do RNAm do Tnfα. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-adipócitos 3T3-L1 foram 

tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em seguida, foram tratados 

com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os macrófagos, pré-tratados ou não 
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com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os adipócitos e, então, realizados os 

tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona (ROSI, 10-5M) e GQ-16 (10-5M). No caso do 

controle interno, os adipócitos diferenciados e os macrófagos foram cultivados isoladamente e 

receberam os mesmos tratamentos que a cocultura. Após 24 horas de tratamento, as células foram 

colhidas com Trizol para a extração do RNA. A expressão relativa do RNA mensageiro do Tnfα foi 

analisada por PCR quantitativa em tempo real (RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de 

forma independente, expressos como média da expressão relativa ± EPM e analisados por Teste t de 

Student. 

 

4.3 EFEITO DE AGONISTAS DE PPARγ NA EXPRESSÃO RELATIVA DO 

RNAm DE GENES ADIPOGÊNICOS EM SISTEMA DE COCULTURA 

MACRÓFAGOS-ADIPÓCITOS POR CONTATO E TRANSWELL 

 

4.3.1 Efeito de Agonistas de PPARγ na Expressão Relativa do RNAm da Fabp4 

em Sistema de Cocultura por Contato de Macrófagos-Adipócitos 

 

A figura 17 mostra a expressão relativa da Fabp4 em sistema de cocultura de 

macrófagos-adipócitos por contato após o tratamento com os agonistas total e 

parcial de PPARγ, rosiglitazona e GQ-16, respectivamente, bem como o efeito 

proporcionado pelo LPS (100 ng/mL) após 24 horas de tratamento nos macrófagos, 

previamente à realização da cocultura. 

No sistema de cocultura macrófagos-adipócitos por contato, a expressão dos 

genes se dá tanto pela presença de adipócitos quanto pela presença de macrófagos. 

Já no controle, os macrófagos e adipócitos foram cultivados separadamente e 

misturados apenas no momento da coleta. 

Olhando para o experimento controle, apenas a rosiglitazona apresentou 

diferença estatística, fazendo a expressão do RNAm da Fabp4 ser 

aproximadamente 1,87 vezes maior tanto em relação ao veículo (figura 17 A), 

quanto em relação ao estímulo inflamatório quando no pré-tratamento dos 

macrófagos com o LPS (figura 17 B). Já na cocultura, tanto a rosiglitazona quanto o 

LPS foram capazes de aumentar a expressão do RNAm da Fabp4, mostrando ser 

2,95 e 2,83 vezes maiores, respectivamente, em comparação ao veículo (DMSO 

0,01%) (figura 17 C).  Quando os macrófagos foram pré-tratados com o LPS (100 

ng/mL) por 24h, o tratamento com o agonista total, rosiglitazona, conseguiu 

aumentar ainda mais a ação do LPS na expressão relativa do RNAm do referido 
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gene (figura 17 D), mostrando ser 2,38 vezes maior que o tratamento com o LPS 

sozinho. O agonista parcial GQ-16 não demonstrou resultados estatisticamente 

significativos (figura 17 C e D).  
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Figura 17 Efeito de agonistas de PPARγ na expressão relativa do RNAm da Fabp4, em sistema 

de cocultura por contato de macrófagos-adipócitos. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-

adipócitos 3T3-L1 foram tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em 

seguida, foram tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os 

macrófagos, pré-tratados ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os 

adipócitos (C e D) e, então, realizados os tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona 

(ROSI, 10-5M) e GQ-16 (10-5M). No caso do controle interno (A e B), os adipócitos diferenciados e os 

macrófagos foram cultivados isoladamente e receberam os mesmos tratamentos que a cocultura. 

Após 24 horas de tratamento, as células foram colhidas com Trizol para a extração do RNA. A 

expressão relativa do RNA mensageiro da Fabp4 foi analisada por PCR quantitativa em tempo real 
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(RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de forma independente, expressos como média da 

expressão relativa ± EPM e analisados por ANOVA seguida da comparação múltipla de Tukey. 

 

 Diferentemente do observado com os genes inflamatórios, nesse caso, ao se 

comparar a expressão do RNAm da Fabp4 no controle e na cocultura, este último 

reprimiu a expressão do RNAm (figura 18 A a C). Entretanto, era de se esperar que 

essa adipocina estivesse aumentada quando as células estão em contato direto, em 

um sistema que simula a condição de obesidade, ainda mais com o tratamento com 

a rosiglitazona, uma vez que este agonista já mostrou possuir alto efeito adipogênico 

(65) e esta é uma adipocina que sinaliza ganho de peso (84). Já quando os 

macrófagos foram pré-estimulados com LPS (Figura 18 D a F) apenas o tratamento 

com GQ-16 foi capaz de aumentar a expressão do RNAm da Fabp4 (figura 18 F), 

mostrando ser 1,54 vezes maior que o controle.  
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Figura 18 Comparação do controle com a cocultura de macrófagos-adipócitos por contato na 

expressão do RNAm da Fabp4. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-adipócitos 3T3-L1 

foram tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em seguida, foram 

tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os macrófagos, pré-tratados 
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ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os adipócitos e, então, 

realizados os tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona (ROSI, 10-5M) e GQ-16 (10-5M). 

No caso do controle interno, os adipócitos diferenciados e os macrófagos foram cultivados 

isoladamente e receberam os mesmos tratamentos que a cocultura. Após 24 horas de tratamento, as 

células foram colhidas com Trizol para a extração do RNA. A expressão relativa do RNA mensageiro 

da Fabp4 foi analisada por PCR quantitativa em tempo real (RT-PCRq). Dados de experimentos 

realizados de forma independente, expressos como média da expressão relativa ± EPM e analisados 

por Teste t de Student. 

 

4.3.2 Efeito de Agonistas de PPARγ na Expressão Relativa do RNAm da Fabp4 

em Sistema de Cocultura Trasnwell de Macrófagos-Adipócitos: 

 

A figura 19 mostra a expressão relativa do RNAm da Fabp4 em sistema 

transwell de cocultura de macrófagos-adipócitos após o tratamento com os 

agonistas total e parcial de PPARγ, rosiglitazona e GQ-16, respectivamente, bem 

como o efeito da pré-exposição dos macrófagos ao LPS (100 ng/mL) por 24 horas.  

Apenas a rosiglitazona demonstrou diferença estatisticamente significativa em 

relação ao veículo (DMSO) na expressão do RNAm da Fabp4, mostrando ser 6,92 

vezes maior. Por outro lado, tanto o tratamento com o agonista parcial, quanto o 

tratamento prévio dos macrófagos com LPS, não demonstraram diferença 

estatisticamente relevante (figura 19 A). Quando os macrófagos foram pré-expostos 

ao LPS, é possível observar que o agonista total apresenta uma inclinação em 

aumentar a expressão relativa do RNAm da Fabp4, apresentando ser quase 10 

vezes maior que no tratamento com o LPS sozinho (p = 0,1198), embora esse 

aumento não tenha sido estatisticamente relevante devido à variação entre os 

experimentos, uma vez que o número de experimentos realizados foi pequeno. Já o 

agonista parcial parece não apresentar efeito em comparação ao LPS (figura 19 B). 

Esses resultados estão de acordo com estudos prévios que demonstraram que a 

rosiglitazona possui maior efeito adipogênico que o GQ-16 (73,85). 
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Figura 19 Efeito de agonistas de PPARγ na expressão relativa do RNAm da Fabp4, em sistema 

de cocultura transwell de macrófagos-adipócitos. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-

adipócitos 3T3-L1 foram tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em 

seguida, foram tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os 

macrófagos, pré-tratados ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os 

adipócitos e, então, realizados os tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona (ROSI, 10-

5M) e GQ-16 (10-5M). Após 24 horas de tratamento, as células foram colhidas com Trizol para a 

extração do RNA. A expressão relativa do RNA mensageiro da Fabp4 foi analisada por PCR 

quantitativa em tempo real (RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de forma independente, 

expressos como média da expressão relativa ± EPM e analisados por ANOVA seguida da 

comparação múltipla de Tukey. 

 

4.3.3 Efeito de Agonistas de PPARγ na Expressão Relativa do RNAm da 

Adiponectina (Adpn) em Sistema de Cocultura por Contato de Macrófagos-

Adipócitos 

 

A figura 20 mostra a expressão relativa do RNAm da Adpn em sistema de 

cocultura de macrófagos-adipócitos por contato após o tratamento com os agonistas 

total e parcial de PPARγ, rosiglitazona e GQ-16, respectivamente, bem como o 

efeito do estímulo inflamatório nos macrófagos antes de serem adicionados na 

cocultura com adipócitos diferenciados. 
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No sistema de cocultura macrófagos-adipócitos por contato, a expressão dos 

genes se dá tanto pela presença de adipócitos quanto pela presença de macrófagos. 

Já no controle, os macrófagos e adipócitos foram cultivados separadamente e 

misturados apenas no momento da coleta. 

Quando as células foram cultivadas separadamente, o GQ-16, na ausência do 

estímulo inflamatório, foi o único a apresentar resultado estatisticamente 

significativo, tendo a expressão do RNAm da Adpn com esse agonista sido 1,55 

vezes maior que o tratamento com o veículo (figura 20 A). Também o agonista 

parcial, no experimento controle, foi capaz de aumentar o efeito produzido pelo pré-

tratamento dos macrófagos com o LPS, sendo, nesse caso, 1,21 vezes maior (figura 

20 B). A cocultura não foi capaz de produzir efeitos estatisticamente significativos na 

expressão do RNAm da Adpn (figura 20 C e D). Porém, podemos sugerir que os 

agonistas, quando os macrófagos são expostos anteriormente ao estímulo 

inflamatório, apresentam uma tendência em aumentar a expressão do RNAm da 

Adpn quando em comparação ao tratamento com o LPS sozinho, uma vez que a 

expressão do gene se mostrou 1,67 vezes maior, no tratamento com a rosiglitazona 

(p = 0,4178), e 2,24 vezes maior no tratamento com o GQ-16 (p = 0,0953). 
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Figura 20 Efeito de agonistas de PPARγ na expressão relativa do RNAm da Adpn, em sistema 

de cocultura por contato de macrófagos-adipócitos. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-

adipócitos 3T3-L1 foram tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em 

seguida, foram tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os 

macrófagos, pré-tratados ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os 

adipócitos (C e D) e, então, realizados os tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona 

(ROSI, 10-5M) e GQ-16 (10-5M). No caso do controle interno (A e B), os adipócitos diferenciados e os 

macrófagos foram cultivados isoladamente e receberam os mesmos tratamentos que a cocultura. 

Após 24 horas de tratamento, as células foram colhidas com Trizol para a extração do RNA. A 

expressão relativa do RNA mensageiro da Adpn foi analisada por PCR quantitativa em tempo real 

(RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de forma independente, expressos como média da 

expressão relativa ± EPM e analisados por ANOVA seguida da comparação múltipla de Tukey. 

 

 Quando a cocultura é comparada com o experimento controle, a primeira 

demonstrou, pelo menos em parte dos tratamentos, uma diminuição na expressão 
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do RNAm da Adpn (figura 21 A a C). Ainda, quando os macrófagos foram expostos 

ao LPS antes da realização da cocultura, esse estímulo inflamatório mostrou uma 

inclinação para a mesma diminuição, mostrando a expressão gênica ser até 2 vezes 

menor em comparação ao cultivo separado das células (p = 0,0543), porém não 

apresentou resultado estatisticamente significante devido à grande variação entre os 

experimentos (figura 21 D). Já o tratamento com os agonistas, quando os 

macrófagos foram pré-estimulados com LPS, não mostrou diferença estatística na 

expressão do RNAm da Adpn. 
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Figura 21 Comparação do controle com a cocultura de macrófagos-adipócitos por contato na 

expressão do RNAm da Adpn. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-adipócitos 3T3-L1 foram 

tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em seguida, foram tratados 

com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os macrófagos, pré-tratados ou não 

com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os adipócitos e, então, realizados os 

tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona (ROSI, 10-5M) e GQ-16 (10-5M). No caso do 

controle interno, os adipócitos diferenciados e os macrófagos foram cultivados isoladamente e 

receberam os mesmos tratamentos que a cocultura. Após 24 horas de tratamento, as células foram 

colhidas com Trizol para a extração do RNA. A expressão relativa do RNA mensageiro da Adpn foi 
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analisada por PCR quantitativa em tempo real (RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de 

forma independente, expressos como média da expressão relativa ± EPM e analisados por Teste t de 

Student. 

 

4.3.4 Efeito de Agonistas de PPARγ na Expressão Relativa do RNAm da Adpn 

em Sistema de Cocultura Trasnwell de Macrófagos-Adipócitos 

 

A figura 22 mostra a expressão relativa do RNAm da Adpn em sistema 

transwell de cocultura de macrófagos-adipócitos após o tratamento com os 

agonistas total e parcial de PPARγ, rosiglitazona e GQ-16, respectivamente. Ainda, 

demonstra a ação do estímulo inflamatório, representado pelo LPS (100 ng/mL), 

quando no tratamento dos macrófagos por 24 horas antes da realização da 

cocultura.  

Tanto a pré-exposição dos macrófagos ao LPS quanto o GQ-16 foram 

capazes de aumentar a expressão do RNAm da Adpn em comparação ao veículo, 

mostrando a expressão gênica ser 2,28 e 3 vezes maior, respectivamente, enquanto 

a rosiglitazona não apresentou efeito (figura 22 A). Já, quando em comparação ao 

efeito gerado pelo LPS, a TZD, quando os macrófagos haviam sido pré-tratados com 

o estímulo inflamatório, conseguiu aumentar ainda mais a ação induzida pelo LPS 

na expressão do gene, mostrando esta ser 2,65 vezes maior. Inclusive, esse 

aumento também se mostrou estatisticamente diferente quando em comparação ao 

efeito apresentado pelo GQ-16 nas mesmas condições se mostrando 4,2 vezes 

maior nesse caso. Já o agonista parcial não foi capaz de demonstrar diferença 

estatística comparado ao tratamento com LPS (figura 22 B). Como a rosiglitazona 

possui uma ação anti-inflamatória bem estabelecida, esse resultado está em 

concordância com tal efeito, uma vez que a ADPN é uma adipocina anti-inflamatória. 
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Figura 22 Efeito de agonistas de PPARγ na expressão relativa do RNAm da Adpn, em sistema 

de cocultura transwell de macrófagos-adipócitos. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-

adipócitos 3T3-L1 foram tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em 

seguida, foram tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os 

macrófagos, pré-tratados ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os 

adipócitos e, então, realizados os tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona (ROSI, 10-

5M) e GQ-16 (10-5M). Após 24 horas de tratamento, as células foram colhidas com Trizol para a 

extração do RNA. A expressão relativa do RNA mensageiro da Adpn foi analisada por PCR 

quantitativa em tempo real (RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de forma independente, 

expressos como média da expressão relativa ± EPM e analisados por ANOVA seguida da 

comparação múltipla de Tukey. 

 

4.3.5 Efeito de Agonistas de PPARγ na Expressão Relativa do RNAm do Glut4 

em Sistema de Cocultura por Contato de Macrófagos-Adipócitos 

 

A figura 23 mostra a expressão do RNAm do Glut4 em sistema de cocultura 

de macrófagos-adipócitos por contato após o tratamento com os agonistas total e 

parcial de PPARγ, rosiglitazona e GQ-16, respectivamente, bem como o efeito do 

estímulo inflamatório LPS (100 ng/mL) por 24 horas como pré-tratamento dos 

macrófagos da cocultura com adipócitos diferenciados. 
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No sistema de cocultura macrófagos-adipócitos por contato, a expressão dos 

genes se dá tanto pela presença de adipócitos quanto pela presença de macrófagos. 

Já no controle, os macrófagos e adipócitos foram cultivados separadamente e 

misturados apenas no momento da coleta. 

No experimento controle, nenhum dos tratamentos apresentou alteração 

estatisticamente significativa na expressão do RNAm do Glut4 em relação ao veículo 

(figura 23 A). Por outro lado, quando os macrófagos foram pré-tratados com LPS, 

ambos os agonistas de PPARγ diminuíram a expressão do RNAm do referido gene 

em relação ao estímulo inflamatório (figura 23 B), tendo na expressão gênica se 

mostrado 1,75 vezes menor no tratamento com a rosiglitazona e 1,96 vezes menor 

no tratamento com o GQ-16. Na cocultura, apenas quando os macrófagos foram 

pré-tratados com LPS houve diferença estatisticamente significativa na expressão do 

RNAm do Glut4 em relação ao veículo (DMSO 0,01%), apresentando ser 4,28 vezes 

maior (figura 23 C). Já os tratamentos com rosiglitazona e GQ-16, na presença do 

estímulo inflamatório, não demonstraram alterar significativamente esse efeito do 

LPS nos macrófagos (figura 23 D). 
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Figura 23 Efeito de agonistas de PPARγ na expressão relativa do RNAm do Glut4, em sistema 

de cocultura por contato de macrófagos-adipócitos. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-

adipócitos 3T3-L1 foram tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em 

seguida, foram tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os 

macrófagos, pré-tratados ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os 

adipócitos (C e D) e, então, realizados os tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona 

(ROSI, 10-5M) e GQ-16 (10-5M). No caso do controle interno (A e B), os adipócitos diferenciados e os 

macrófagos foram cultivados isoladamente e receberam os mesmos tratamentos que a cocultura. 

Após 24 horas de tratamento, as células foram colhidas com Trizol para a extração do RNA. A 

expressão relativa do RNA mensageiro da Glut4 foi analisada por PCR quantitativa em tempo real 

(RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de forma independente, expressos como média da 

expressão relativa ± EPM e analisados por ANOVA seguida da comparação múltipla de Tukey. 

 

 Ao se comparar cocultura e controle, apenas ROSI+LPS e GQ+LPS não 

alteraram de forma a ter significância estatística a expressão do RNAm do Glut4 

(figura 24 E e F). Já os outros tratamentos mostraram diminuição na expressão do 
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RNAm do Glut4 na cocultura em comparação ao experimento controle (figura 24 A a 

D). 
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Figura 24 Comparação do controle com a cocultura de macrófagos-adipócitos por contato na 

expressão do RNAm do Glut4. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-adipócitos 3T3-L1 foram 

tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em seguida, foram tratados 

com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os macrófagos, pré-tratados ou não 

com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os adipócitos e, então, realizados os 

tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona (ROSI, 10-5M) e GQ-16 (10-5M). No caso do 

controle interno, os adipócitos diferenciados e os macrófagos foram cultivados isoladamente e 

receberam os mesmos tratamentos que a cocultura. Após 24 horas de tratamento, as células foram 

colhidas com Trizol para a extração do RNA. A expressão relativa do RNA mensageiro do Glut4 foi 

analisada por PCR quantitativa em tempo real (RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de 

forma independente, expressos como média da expressão relativa ± EPM e analisados por Teste t de 

Student. 
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4.3.6 Efeito de Agonistas de PPARγ na Expressão Relativa do RNAm do Glut4 

em Sistema de Cocultura Trasnwell de Macrófagos-Adipócitos 

 

A figura 25 mostra a expressão relativa do gene GLUT4 em sistema transwell 

de cocultura de macrófagos-adipócitos após o tratamento com os agonistas total e 

parcial de PPARγ, rosiglitazona e GQ-16, respectivamente, bem como o efeito do 

pré-estímulo dos macrófagos pelo LPS (100 ng/mL) por 24 horas.  

Nenhum dos tratamentos apresentou efeito na expressão relativa do RNAm 

do Glut4 quando em comparação ao DMSO (figura 25 A). Porém, tanto a 

rosiglitazona quanto o GQ-16, quando os macrófagos não foram pré-estimulados 

com LPS, mostraram diferença estatística relevante em comparação ao tratamento 

com o LPS, mostrando a expressão do gene ser 1,89 e 1,80 vezes maior, 

respectivamente. Por outro lado, os agonistas, na presença dos macrófagos pré-

tratados com LPS, não demonstraram efeito em relação ao pré-tratamento realizado 

apenas com o LPS nessas células (figura 25 B). 
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Figura 25 Efeito de agonistas de PPARγ na expressão relativa do RNAm do Glut4, em sistema 

de cocultura transwell de macrófagos-adipócitos. Dois dias após sua confluência (D0), os pré-

adipócitos 3T3-L1 foram tratados com coquetel indutor de diferenciação por mais dois dias (D2). Em 

seguida, foram tratados com 5 μg/mL de insulina por mais 12 dias. Após esse período, os 

macrófagos, pré-tratados ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas, foram adicionados sobre os 

adipócitos e, então, realizados os tratamentos com veículo (DMSO 0,01%), rosiglitazona (ROSI, 10-

5M) e GQ-16 (10-5M). Após 24 horas de tratamento, as células foram colhidas com Trizol para a 

extração do RNA. A expressão relativa do RNA mensageiro do Glut4 foi analisada por PCR 

quantitativa em tempo real (RT-PCRq). Dados de experimentos realizados de forma independente, 
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expressos como média da expressão relativa ± EPM e analisados por ANOVA seguida da 

comparação múltipla de Tukey. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A obesidade é uma doença que tem crescido em todo o mundo. No Brasil, de 

acordo com dados da Pesquisa Nacional de Saúde PNS/2020, aproximadamente 

60% dos adultos já têm excesso de peso e 1 em cada 4 tem obesidade. Em 2021, 

9,1 milhões de indivíduos adultos atendidos na Atenção Primária à Saúde (APS) já 

tinham diagnóstico de excesso de peso e mais de 4 milhões, de obesidade, sendo 

que 624 mil tinham obesidade grave (86). Além disso, a obesidade afeta 

negativamente todo o corpo, sendo um fator de risco para uma série de doenças 

como: DM 2, Alzheimer, demência vascular, apneia obstrutiva do sono, 

aterosclerose acelerada, insuficiência cardíaca, doença hepática gordurosa, esteato-

hepatite não alcoólica, osteoartrite, sistema imunológico alterado, resposta 

prejudicada às vacinas, e maior susceptibilidade ao câncer (87). De acordo com o 

Instituto Nacional do Câncer (INCA), em parceria com o Fundo Mundial para 

Pesquisa contra o Câncer (WCRF) (2009), a obesidade é responsável por alto índice 

de diagnósticos de câncer entre homens e mulheres (88). Ademais, essa 

enfermidade ainda pode levar a estereótipos e discriminação prejudicando o ser 

humano para além da questão física, mas também nos aspectos sociais e 

psicológicos (89). 

No indivíduo obeso, o tecido adiposo é infiltrado por um grande número de 

macrófagos, e esse recrutamento é associado à inflamação sistêmica e consequente 

resistência à insulina (6). No presente estudo, a fim de representar essa infiltração 

de macrófagos in vitro, foram utilizadas células RAW 264.7. Essas células são 

derivadas de camundongos BALB/c e são descritas como um modelo apropriado de 

macrófagos. Elas são capazes de realizar pinocitose e fagocitose e, após a 

estimulação com LPS, aumentam a produção de mediadores inflamatórios, como 

TNFα, IL-6 e IL-1β (90,91). Ainda, os macrófagos do tecido adiposo passam por uma 

mudança fenotípica quando na condição de obesidade: passam do seu perfil M2, 

responsável pela produção de mediadores anti-inflamatórios, para o seu perfil M1, o 

qual é responsável pela produção de citocinas inflamatórias (15). 

Portanto, a obesidade está relacionada a um estado de inflamação crônica, 

na qual a intercomunicação existente entre os adipócitos e macrófagos é uma 

realidade. Para a representação dos adipócitos neste estudo, foram utilizadas as 

células 3T3-L1, que é uma das linhagens de adipócitos mais frequentemente 
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empregadas em modelos in vitro (5). Os adipócitos diferenciados in vitro têm muitas 

características das células adiposas in vivo. Uma evidência disso é que a injeção 

subcutânea de pré-adipócitos em camundongos nude leva ao desenvolvimento de 

depósitos de gordura maduras que são histologicamente indistinguíveis do tecido 

adiposo branco. Durante a fase de crescimento, os pré-adipócitos são 

morfologicamente semelhantes aos fibroblastos. Na confluência, quando é realizada 

a indução da diferenciação, ocorrem mudanças drásticas, levando os pré-adipócitos 

a se converterem para uma forma esférica e acumular gotículas de gordura (92). 

Esse processo foi possível de ser observado nas células 3T3-L1 utilizadas neste 

trabalho, conforme foram se diferenciando (figura 8). Além disso, apesar de os pré-

adipócitos 3T3-L1 se diferenciarem espontaneamente quando mantidos em SNB 

durante um certo período, esse processo pode ser acelerado por agentes indutores 

como dexametasona e IBMX, juntamente com concentrações de insulina (92). Foi 

exatamente essa a função do tratamento realizado com o meio indutor de 

diferenciação nos experimentos aqui descritos. 

A cocultura de macrófagos e adipócitos maduros foi empregada no presente 

trabalho a fim de simular, in vitro, a condição de contato célula a célula que ocorre in 

vivo quando os macrófagos se infiltram no tecido adiposo. Outros estudos já se 

utilizaram dessa técnica para reproduzir outros tipos de interações celulares. A 

revisão de Miki e colaboradores (2012) comenta sobre como é praticamente 

impossível reproduzir o microambiente do câncer utilizando apenas a linhagem 

cancerígena e por isso, composições de cocultura de pelo menos dois tipos 

diferentes de células (linhagem de câncer e de fibroblastos, por exemplo) foram 

estabelecidas para avaliar as interações célula-célula, simulando assim, de forma 

máxima, o microambiente que ocorre in vivo durante o câncer humano (93). Artigos 

anteriores já realizaram esse tipo de interação, tanto por contato quanto pelo 

sistema transwell, também utilizando as células que foram usadas no presente 

trabalho, macrófagos murinos RAW 264.7 e pré-adipócitos 3T3-L1 (26,27,75,80–

82,94,95). Na cocultura por contato, como ocorre o contato direto entre as células, é 

verificada a expressão do RNAm de genes tanto dos macrófagos quanto dos 

adipócitos. Por outro lado, na cocultura transwell, é observada como que a secreção 

de substâncias pelos macrófagos pode alterar a função dos adipócitos. 

Já se sabe que o PPARγ possui papel fundamental na diferenciação de 

adipócitos. Quando esse receptor é ativado por um ligante nos fibroblastos, a 
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diferenciação é estimulada, fazendo com que ocorra mudanças morfológicas na 

célula, acúmulo de lipídeos e a expressão de vários genes característicos das 

células de gordura (42). O PPARγ também é expresso em macrófagos e, nessas 

células, regula negativamente vários genes inflamatórios. Experimentos realizados 

em camundongos knock-out para esse receptor já demonstraram maior ativação da 

via inflamatória, intolerância à glicose e resistência insulínica (49). 

As TZDs são agonistas totais de PPARγ que agem como sensibilizadores 

insulínicos, uma vez que aumentam a captação de glicose pelos tecidos sensíveis à 

insulina. A ativação do PPARγ pelas TZDs também ocorre nos macrófagos e nessas 

células, esses agonistas impedem a ativação do NFκB, consequentemente inibindo 

a expressão de genes envolvidos nas respostas imune e inflamatória, diminuindo 

assim a produção de citocinas como TNFα e IL-6 (54). Porém, o uso das TZDs tem 

sido associado a muitos efeitos adversos como: ganho de peso, insuficiência 

cardíaca, fraturas ósseas, retenção hídrica, perda óssea e aumento da incidência de 

câncer de bexiga (65). Como alternativa às TZDs, foram desenvolvidos agonistas 

parciais de PPARγ, que mostraram manter o efeito sensibilizador insulínico dos 

agonistas totais, porém, por não ativarem totalmente o receptor, não apresentaram 

os efeitos indesejados (67). Amato e colaboradores (2012) relata sobre o 

desenvolvimento do GQ-16, agonista parcial de PPARγ, que exibe potente atividade 

antidiabética em camundongos sem apresentar os efeitos colaterais relacionados ao 

ganho de peso e edema associados às TZDs (73). Esse agonista parcial foi utilizado 

como ligante do PPARγ, juntamente com a rosiglitazona, nos experimentos descritos 

nesta dissertação. 

Para a indução do processo inflamatório, os macrófagos foram tratados com 

LPS, o qual é o principal componente da membrana externa de bactérias gram-

negativas. O LPS no espaço extracelular é detectado, na membrana plasmática da 

célula, pelo receptor do tipo toll 4 (TLR4). Esse receptor é expresso em células como 

monócitos, macrófagos e células dendríticas, por exemplo. Ele é associado à 

proteína MD-2 de forma estável no seu fragmento extracelular, e, ao se ligar ao LPS, 

com a ajuda da proteína de ligação ao LPS (LBP) e da proteína CD14, é ativado e 

internalizado, onde transduz o sinal, através dos adaptadores MyD88 e TRIF, para 

ativar a transcrição, mediada por NFκB e TRIF, de genes do sistema imunológico. A 

via do NFκB é ativada por meio da degradação da sua proteína inibitória (IκB), que é 

fosforilada pela IKK e sofre poliubiquitinação. A degradação da IκB permite a 
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translocação das proteínas do NFκB para o núcleo, onde se ligam aos seus sítios de 

ligação ao DNA e promovem a regulação de genes que codificam vários mediadores 

inflamatórios, como citocinas, quimiocinas, moléculas de adesão, COX-2 e óxido 

nítrico induzível (iNOS) (96–99). 

No que diz respeito à concentração utilizada dos agonistas, foi utilizada a 

concentração de 10-5M baseado em estudos anteriores, os quais utilizaram essa 

mesma quantidade de rosiglitazona e GQ-16 em seus experimentos (73). Além 

disso, ensaios de viabilidade celular já foram realizados nos macrófagos RAW 264.7, 

que demonstraram que essa concentração do agonista total e parcial não causam 

efeito sobre a viabilidade da célula, não apresentando, portanto, toxicidade alguma 

para a mesma (100). 

No presente trabalho, a exposição prévia dos macrófagos ao LPS (100 

ng/mL), por 24 horas, foi capaz de induzir aumento significativo na expressão do 

RNAm da Il6 em comparação ao tratamento com o controle (DMSO 0,01%) e com os 

agonistas (ROSI e GQ-16) na cocultura, tanto pelo contato direto entre as células 

quanto pelo sistema transwell. Este resultado está de acordo com o estudo de Chae 

(2018) que demonstrou que as células RAW 264.7 pré-tratadas com LPS, mesmo 

em doses baixas (50 ng/mL) e doses super baixas (50 pg/mL), apresentaram 

aumento da produção de IL6 detectada por ELISA (101). O mesmo já foi visto em 

experimentos realizados em sistema de cocultura de RAW e 3T3-L1, no qual o 

contato direto entre as células, sob a influência anterior do estímulo inflamatório pelo 

LPS, elevou a expressão do RNAm desse gene quando em comparação com as 

células cultivadas separadamente (75). Ainda, trabalhos prévios do grupo já 

mostraram que o tratamento com LPS por 6h e 24h foi capaz de aumentar em 200 e 

em 700 vezes, respectivamente, a expressão gênica da Il6 em macrófagos (102). 

Esse efeito do LPS na expressão do RNAm da Il6 foi revertido pela 

rosiglitazona, quando os macrófagos foram pré-tratados com LPS, nos dois sistemas 

de cocultura. Semelhante resposta já foi documentada no estudo de Zhou e 

colaboradores (2021), em que experimentos de ELISA demonstraram que a 

rosiglitazona foi capaz de diminuir o teor de IL-6, induzido pelo LPS, nas células 

RAW 264.7, de uma maneira dose-dependente (103). Também em células 3T3-

F442A, a rosiglitazona mostrou reduzir a secreção basal de IL-6 (104). E, apesar de 

experimentos realizados anteriormente terem mostrado o potencial desse agonista 

total de PPARγ em reduzir a expressão relativa do RNAm da Il6 na linhagem de 
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macrófagos RAW 264.7 pré-tratados com LPS (102), esta dissertação é o primeiro 

estudo, que se tem conhecimento, que demonstra esse efeito da rosiglitazona em 

sistema de cocultura de macrófagos-adipócitos. 

O GQ-16, quando os macrófagos foram pré-tratados com LPS, mostrou 

resultado diferente, de maneira estatísticamente relevante, em comparação ao LPS. 

Porém, sua resposta foi inconsistente na cocultura por contato e no controle (quando 

as células foram cultivadas separadamente), aumentando e diminuindo a expressão 

do RNAm da Il-6, respectivamente. Já na cocultura por sistema transwell, o agonista 

parcial não alterou a expressão relativa do gene estimulada pelo LPS. Apesar de 

haver estudos demonstrando o menor efeito adipogênico do GQ-16 em relação à 

rosiglitazona, como no caso do trabalho de Milton e colaboradores (2015) no qual o 

agonista parcial de PPARγ provocou fraca indução de genes relacionados à 

adipogênese como C/ebpα, Cdipoq, Fabp4, Lpl em comparação à rosiglitazona (85), 

pouco se sabe sobre a diferença entre o GQ-16 e a rosiglitazona à nível de efeito 

anti-inflamatório. Entretanto, existem estudos que já demonstraram que o GQ-16, 

assim como as TZDs, pode apresentar alguma resposta anti-inflamatória. Em células 

3T3-L1, esse agonista parcial de PPARγ já demonstrou conseguir reprimir genes 

relacionados com o processo inflamatório, como o orosomucóide 2 (orm2), a 

galectina 9 e a molécula de adesão celular vascular 1 (VCam1) (85). O GQ-16 

também foi capaz de reduzir significantemente a expressão das citocinas pró-

inflamatórias IFNγ e TNFα em células mononucleares do sangue periférico de 

voluntários saudáveis, as quais receberam irradiação in vitro (105). Além disso, 

Amato e colaboradores (2012) já relataram que o GQ-16 e a rosiglitazona foram 

capazes de bloquear os efeitos de uma dieta rica em gordura nas vias inflamatórias 

intracelulares de forma similar. Ambos os ligantes reverteram a supressão do IKBα e 

reduziram a fosforilação da JNK no tecido adiposo, fígado e músculo de 

camundongos submetidos a uma dieta rica em gordura (73).  

Diante desses efeitos do GQ-16 já relatados, juntamente com o resultado 

obtido na expressão do RNAm da Il6 no experimento controle, é possível sugerir que 

o GQ-16 possui, pelo menos em parte, uma ação anti-inflamatória. A fim de se 

determinar se tal ação decorre de um aumento de marcadores M2, anti-

inflamatórios, de macrófagos, ao invés de uma diminuição de marcadores M1, pró-

inflamatórios, foram adquiridos primers de genes associados ao perfil M2 dos 

macrófagos: arginase 1 (Arg1) e receptor de manose C – tipo 1 (Mrc1). Todavia, por 
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motivo desconhecido, não se conseguiu obter a amplificação desses genes pelos 

expeirmentos de RT-PCR em nenhuma das culturas de células. Portanto, seguiu-se 

com a investigação da expressão dos genes inflamatórios e adipogênicos. 

Curiosamente, o pré-tratamento dos macrófagos com o LPS, diminuiu a 

expressão do RNAm do Tnfα, tanto em relação ao veículo (DMSO 0,01%), quanto 

em relação ao tratamento das células com os agonistas. Esse resultado foi 

observado tanto na cocultura por contato, quanto no controle interno, quando as 

células foram cultivadas separadamente. Essa diminuição da expressão gênica do 

Tnfα, em resposta ao estímulo inflamatório nas células RAW 264.7, vai contra 

resultados anteriores de vários estudos que demonstraram que o LPS, na verdade, 

aumenta a expressão desse gene em macrófagos (79,101,106). Apesar da falta de 

efeito do LPS, tanto a rosiglitazona quanto o GQ-16, quando os macrófagos foram 

pré-expostos ao estímulo inflamatório, apresentaram diminuição da expressão 

relativa do RNAm do Tnfα em comparação ao LPS na cocultura por contato. Estudos 

anteriores já relataram um efeito anti-inflamatório da rosiglitazona, na qual ela 

conseguiu diminuir os níveis do Tnfα induzido pelo LPS em diferentes contextos: em 

células endoteliais da veia umbilical humana foi capaz de diminuir em quase 35% a 

secreção dessa citocina detectada por ELISA, e resultados similares também foram 

obtidos por RT-PCR e análise de Western Blott (107); no soro de camundongos 

tratados com o lipopolissacarídeo, o pré-tratamento com essa TZD diminuiu os 

níveis sanguíneos de Tnfα (108); ainda, a rosiglitazona já mostrou diminuir a 

expressão do RNAm do Tnfα induzido por LPS na placenta de fêmeas grávidas de 

camundongo (109); e inclusive em células RAW 264.7, o contéudo de Tnfα, que 

havia sido estimulado pelo LPS, foi diminuído com o tratamento com o agonista total 

de PPARγ em experimentos feitos por ELISA (103). 

Ao se realizar os experimentos de RT-PCR para a visualização da expressão 

do RNAm do Tnfα nas células da cocultura transwell, não houve a amplificação do 

gene. Uma possível explicação para isso se deve ao fato de, nesse tipo de 

cocultura, apenas os adipócitos serem coletados e a atuação dos macrófagos na 

secreção de substâncias se dê apenas de forma parácrina. Diante disso, como os 

macrófagos são a principal fonte de TNFα no tecido adiposo obeso (10), a 

quantidade expressa na cocultura transwell não foi suficiente para se obter 

amplificação do gene. Resultado que corrobora tal hipótese já pôde ser visto, em 

experimentos realizados anteriormente, em cultura de pré-adipócitos 3T3-L1, na qual 
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a expressão relativa do RNAm do Tnfα não foi alterada pelo tratamento com os 

agonistas de PPARγ no início da diferenciação dipogênica, mas, em cultura de 

macrófagos RAW 264.7, a rosiglitazona conseguiu diminuir a expressão desse gene 

induzida pelo tratamento com LPS (102). 

O LPS induziu um aumento na expressão do RNAm da Fabp4 e do Glut4 em 

comparação ao veículo na cocultura por contato, porém, no experimento controle, no 

qual as células foram cultivadas separadamente, e na cocultura transwell o mesmo 

não foi observado. Já com relação à adiponectina, o LPS não apresentou efeito 

sobre a sua expressão gênica na cocultura por contato, mas sim na cocultura 

transwell, na qual provocou o aumento da expressão do RNAm do gene. Existem 

estudos de cocultura de macrófagos-adipócitos nos quais o estímulo com LPS foi 

realizado por 48 horas diretamente na cocultura (75,76), porém outros estudos já 

demonstraram o efeito do LPS na expressão gênica em menores tempos, como é o 

caso do artigo de Zhou e colaboradores (2020), em que a cocultura de RAW 264.7 e 

3T3-L1, sob o estímulo do LPS por 6 horas, foi capaz de aumentar a expressão da 

enzima de conversão de TNFα (TACE) e a proteína iRhom2, responsável por mediar 

a maturação e o transporte de TACE em macrófagos e consequentemente 

promovendo a hidrólise extracelular de TNFα (77). Além disso, já foi visto que a 

estimulação com LPS feita em cocultura de macrófagos-adipócitos foi capaz de 

alterar a expressão de genes em tratamentos feitos por 4, 8, 12 e 24 horas, nos 

quais os valores com relação ao controle foram dobrados. No mesmo trabalho é dito 

que a estimulação das células com LPS alterou a expressão de quase 80% dos 

genes que apresentam sítio de ligação ao NFκB em suas regiões promotoras. Esse 

grupo NFκB inclui várias quimiocinas, genes relacionados à sinalização de TNFα, 

interferons, entre outros (95). Diante de tais resultados e após uma pesquisa em 

diversos estudos, o tempo escolhido para tratamento dos macrófagos com LPS 

neste trabalho foi de 24 horas, assim como realizado em pesquisas anteriores que 

executaram cocultura também com células RAW 264.7 e 3T3-L1 nesse tempo 

(74,80,83). 

Seria possível sugerir ainda que o LPS, por aumentar a expressão de genes 

inflamatórios, como já discutido anteriormente, poderia também regular, de forma 

indireta, genes adipogênicos. Isso porque, com o aumento de mediadores 

inflamatórios, ocorre também a indução da lipólise, aumentando a quantidade de 

ácidos graxos livres, os quais, além de agravarem a resposta inflamatória, também 
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induzem resistência à insulina. Fasshauer e colaboradores (2003) em seu estudo 

demonstram que a expressão gênica e a secreção proteica de adiponectina é 

reduzida quando as células 3T3-L1 são tratadas com IL-6 e TNFα (110). Também 

Rotter e colaboradores (2003) em seu artigo mostram que células 3T3-L1 

diferenciadas, tratadas com IL-6 e TNFα por 24 horas, apresentam menor expressão 

do RNAm do Glut4 (111). A falta de efeito pelo LPS na expressão de alguns genes, 

como no caso da adiponectina na cocultura por contato ou da FABP4 e GLUT4 na 

cocultura transwell, pode ter ocorrido devido ao baixo número de replicatas 

realizadas. Ainda, resultados inesperados, como o aumento da expressão do RNAm 

da Adpn no pré-tratamento dos macrófagos com LPS, por exemplo, verifica-se pelo 

grande erro padrão da média observado, o qual também é resultado de um pequeno 

número de replicatas realizadas. Essa baixa quantidade de replicatas foi 

consequência da falta de recursos e de tempo para a realização dos experimentos.  

Quando as células RAW 264.7 foram pré-tratadas com LPS, a rosiglitazona 

demonstrou aumentar o efeito induzido pelo LPS na expressão relativa do RNAm da 

Fabp4 na cocultura por contato. Porém, o mesmo não foi visto na expressão do 

RNAm da Adpn e do Glut4. Estudos anteriores já relataram que, em células da 

medula óssea, a rosiglitazona conseguiu aumentar a expressão relativa do RNAm 

da Fabp4 de uma maneira dose-dependente (112). Ainda, em modelos animais de 

obesidade e diabetes, nos quais a expressão de GLUT4 estava reduzida nas células 

adiposas, o tratamento com troglitazona restaurou a expressão desse gene para 

níveis normais (113). Curiosamente, no presente trabalho, a rosiglitazona, quando 

os macrófagos foram pré-tratados com LPS, diminuiu a expressão do RNAm do 

Glut4 em comparação ao tratamento com o LPS sozinho, porém apenas no 

experimento controle (quando as células foram cultivadas separadamente), 

enquanto que na cocultura por contato e na cocultura transwell não apresentou 

diferença estatisticamente significante.  

O tratamento com TZD também aumentou a expressão gênica e proteica da 

FABP4, ADPN e GLUT4 nos adipócitos de indivíduos não-diabéticos porém com 

marcadores de resistência insulínica (114). Outro estudo mostrou que a expressão 

do RNAm da Adpn diminuiu substancialmente após 48 horas que o meio 

condicionado, proveniente de macrófagos estimulados com LPS, foi adicionado às 

células 3T3-L1 (80). No presente trabalho, a expressão gênica de adiponectina não 

mostrou resultados significativos na cocultura por contato, mas na cocultura 
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transwell, na condição de pré-exposição da célula RAW 264.7 ao LPS, a 

rosiglitazona mostrou aumentar a expressão relativa do RNAm da Adpn tanto em 

relação ao LPS quanto em relação ao tratamento com GQ-16, confirmando o efeito 

anti-inflamatório da TZD. Essa diferença do agonista total para o agonista parcial 

também pôde ser observada na expressão do RNAm da Fabp4 no experimento em 

que macrófagos e adipócitos foram cultivados separadamente, e, na cocultura por 

sistema transwell, apesar da falta de significância estatística, a rosiglitazona 

demonstrou um aumento de 8 vezes na expressão desse gene em relação ao 

tratamento realizado com o GQ-16. Estudos prévios, em adipócitos diferenciados, 

demonstraram que a expressão gênica da Fabp4, adipocina que causa ganho de 

peso, foi mais pronunciada no tratamento com Pioglitazona que no tratamento com o 

GQ-16 (84), o que corrobora os achados de Amato e colaboradores (2012) que 

mostram que o GQ-16 apresenta menor efeito adipogênico em relação à 

rosiglitazona, uma vez que melhora a sensibilidade insulínica em camundongos, 

mas sem induzir o ganho de peso, que é característico do agonista total (73). 

Trabalhos prévios, realizados pelo presente grupo de pesquisadores, já mostraram 

que a rosiglitazona possui um efeito adipogênico no início da diferenciação de pré-

adipócitos, uma vez que este ligante foi capaz de aumentar a expressão gênica da 

Fabp4 e do Glut4 nessas células, enquanto que o GQ-16, embora também tenha 

apresentado efeito adipogênico, este foi em menor grau quando comparado ao 

produzido pelo agonista total (102).s 

Foi feita ainda a comparação dos experimentos de cocultura por contato com 

os respectivos experimentos-controle, onde as células RAW 264.7 e 3T3-L1 foram 

cultivadas separadamente. Nos tratamentos em que foi obtida significância 

estatística, a cocultura mostrou aumentar a expressão do RNAm da Il6 e do Tnfα em 

comparação ao controle, mostrando que o contato direto entre as células promove 

uma elevação do processo inflamatório. Esses resultados podem ser corroborados 

por trabalhos anteriores em que a cocultura de macrófagos RAW 264.7 e adipócitos 

3T3-L1 aumentou a expressão gênica de Il6, Mcp-1 e Tnfα (26). O único tratamento 

que mostrou o contrário foi o tratamento realizado com o veículo, no qual a cocultura 

mostrou um menor efeito na expressão do Tnfα em relação ao controle. O DMSO, 

utilizado como veículo, também pode interferir na expressão de genes e o ideal é 

que se realize um controle no qual não haja a adição de nenhum tratamento ao meio 

de cultura, a fim de se obter o real resultado da interação entre as células na 
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expressão gênica. Porém, como a placa disponível para realização da cocultura 

transwell era de 6 poços, não foi possível efetuar esse tipo de controle.  

Ainda, em estudo anterior, foi observado que a cocultura por contato de RAW 

264.7 e 3T3-L1 promoveu a diminuição da expressão gênica da Adpn em 

comparação ao cultivo separado das células (26). O mesmo pôde ser visto no 

presente trabalho, uma vez que a cocultura por contato, nos tratamentos que 

demonstrou diferença estatisticamente significativa, diminuiu a expressão do RNAm 

da Adpn. A cocultura por contato também promoveu a diminuição da expressão do 

RNAm da Fabp4 e Glut4 na maioria dos tratamentos realizados, sendo que apenas 

o tratamento do GQ-16+LPS pareceu aumentar a expressão gênica da Fabp4 na 

cocultura em relação ao controle. A inflamação resultante da obesidade, promove 

resistência à insulina e, como o GLUT4 é ativado em resposta à insulina, é de se 

esperar que, em um estado de obesidade, este transportador esteja diminuído, 

impossibilitando assim a captação de glicose. Estudos anteriores já relataram, por 

exemplo, que o tratamento com TNFα reduz drasticamente a expressão proteica de 

GLUT4 em adipócitos (15). Por outro lado, um aumento dos níveis circulantes de 

FABP4 já mostrou estar associado à obesidade, síndrome metabólica, resistência 

insulínica e DM 2 (18), sendo assim, em oposição ao que de fato ocorreu, esperava-

se que a cocultura aumentasse a expressão gênica da Fabp4.  

No presente trabalho, as células foram mantidas em contato direto por um 

período de 24 horas, conforme estudos anteriores (77–79,83). Porém, vários 

estudos também já relataram manter a cocultura em incubação por 48 horas 

(26,75,76,80). Além disso, as quantidades de células utilizadas em cada trabalho 

variam muito e, como a maioria dos artigos não menciona o tipo de placa de cultura 

celular utilizada, tornou-se um desafio determinar a quantidade adequada para a 

realização dos experimentos. Artigos anteriores obtiveram resultados favoráveis com 

números maiores do que os aqui utilizados, como é o caso de Kang e colaboradores 

(2019) que utilizaram 5x105 células/poço de RAW 264.7 e observaram que a 

cocultura dessas células com as 3T3-L1 promoveu um aumento significativo da 

resposta inflamatória, por meio da produção de IL-6 e MCP-1, quando em 

comparação ao cultivo separado dessas células (80). Por outro lado, artigos que 

utilizaram macrófagos em menores quantidades das aqui empregadas também 

apresentaram resultados benéficos, como é o caso do estudo de Suganami e 

colaboradores (2005), no qual a adição de 1x105 células RAW 264.7 por poço sobre 
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as células 3T3-L1 provocou o aumento da expressão do RNAm das citocinas pró-

inflamatórias Mcp-1, Il6 e Tnfα e a diminuição da expressão da adipocina anti-

inflamatória Adpn. Ainda, os mesmos pesquisadores mostraram que a extensão das 

mudanças na expressão desses genes foi dependente da duração da cocultura e do 

número de RAW 264.7 (26). Dessa forma, a falta de significância estatística em 

determinados tratamentos aqui apresentados pode ter ocorrido devido ao tempo da 

cocultura ou da quantidade de células utilizadas, e mais estudos, em diferentes 

tempos e número de células, devem ser realizados para confirmar tal hipótese. 

Ainda é importante mencionar que um número crescente de estudos têm 

relatado que as TZDs possuem a capacidade de exercer algumas ações 

independentes do PPARγ (115). Além disso, outros trabalhos têm relatado a 

ocorrência de efeitos rápidos induzidos pelas TZDs, sugerindo assim que esses 

fármacos podem possuir ações que são mais características de um envolvimento de 

um receptor de superfície celular do que de um receptor nuclear (116). Dessa forma, 

foi identificado o GPR40, receptor acoplado à proteína G que é altamente expresso 

nas células beta pancreáticas e, em menor grau, em outros tecidos, incluindo trato 

intestinal, células ósseas, células epiteliais pulmonares, cérebro e monócitos. Já foi 

observado que esse receptor pode ser ativado por ácidos graxos livres e pelas 

TZDs, e os efeitos mediados por ele na secreção de insulina, estimulada por glicose, 

são associados com um aumento do influxo de cálcio e não são alterados pela 

inibição da via da ERK, a qual também é ativada quando os ácidos graxos livres se 

ligam ao GPR40 (63).  

Para os ligantes que ativam ambos os receptores (PPARγ e GPR40), uma 

sinalização promovida pelo GPR40 é claramento útil (p38 MAPK), enquanto outros 

aspectos (ERK1/2) são indesejáveis em relação à ativação do PPARγ. Enquanto a 

ativação do GPR40/p38MAPK aumenta os efeitos genômicos do PPARγ, a ERK1/2 

fosforila e assim inativa o PPARγ, e, separadamente, tem efeitos inflamatórios e 

proliferativos na vasculatura. Além disso, a resistência à insulina tem sido associada 

à fosforilação do PPARγ na Ser273 pela ERK1/2. Agonistas do GPR40, como as 

TZDs, provavelmente ativam a ERK1/2 na vasculatura. Mas os ligantes de PPARγ 

que demonstram nenhuma ou substancialmente reduzida sinalização GPR40/ERK 

podem ser agonistas mais potentes de PPARγ e podem ter um melhor perfil de 

segurança. Ligantes ideais manteriam a capacidade de ativar a p38 MAPK, mas não 
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a ERK1/2, uma vez que não ativar a ERK1/2 evitaria sua inativação do PPARγ e o 

seu impacto deletério na resistência à insulina e inflamação (63). 
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6 CONCLUSÃO 

 

De modo geral, os resultados obtidos neste trabalho confirmam a ação anti-

inflamatória exercida pela rosiglitazona, porém não são suficientes para propor um 

efeito anti-inflamatório exercido pelo agonista parcial também. Entretanto, diante de 

estudos anteriores que já demonstraram esse efeito pelo GQ-16, mais estudos sobre 

esse tema devem ser realizados, inclusive para se investigar o papel desse ligante 

na expressão de marcadores de macrófagos M2. Além disso, foi possível observar, 

com os resultados aqui descritos, o menor efeito adipogênico exercido pelo GQ-16 

em comparação à rosiglitazona. Por fim, é possível concluir que a interação entre os 

macrófagos e os adipócitos possui papel relevante na regulação da expressão de 

genes inflamatórios e adipogênicos. 
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