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RESUMO

As Células Mesangiais — CM participam do controle da filtracdo glomerular, da
depuracéo de substancias e producao da matriz extracelular. A proliferacdo das CMs
e aumento de matriz estdo associados a fisiopatogenia das glomerulopatias. Sabe-
se que o Fator de Necrose Tumoral — TNF-a induz proliferacdo mesangial e que as
Tiazolidinedionas — TZDs, agonistas dos Receptores Proliferadores Peroxisomais
Ativados gama — PPARYy, utilizados no tratamento da diabetes mellitus, melhoram a
resisténcia a insulina e séo eficazes na prevencao da progressao de doenca renal
em diferentes modelos experimentais. Esta protecdo parece ser secundaria ao efeito
anti-inflamatério das TZDs. Infelizmente, estes ligantes também apresentam efeitos
colaterais indesejaveis, tais como ganho de peso, edema e cardiotoxicidade.
Recentemente, foi desenvolvido um novo agonista parcial de PPARy, o GQ-16 que
apresenta atividade anti-diabética semelhante a outras TZDs, mas sem induzir
ganho de peso ou edema. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo
investigar se 0 GQ-16 diminui a proliferacdo mesangial induzida por TNF-a. Nossos
resultados mostram que o GQ-16 reduz significativamente a proliferagéo celular
induzida pelo TNF-a, em um padrdo de curva dose resposta, semelhante a
rosiglitazona e pioglitazona, além de reduzir a atividade transcricional do promotor
do TNF-a, também em um padrdo de curva dose resposta. Foi avaliado o efeito anti-
fibrotico, pela expressdo de mRNA de TGF-B e, embora nossos resultados nao
tenham apresentado significancia estatistica, foram similares a rosiglitazona.
Concluimos que o GQ-16 € um modulador seletivo de PPARYy e apresenta um efeito
antiproliferativo, antiinflamatoério e, possivelmente, antifibrético semelhante a
rosiglitazona.

Palavras-chave: GQ-16; PPARYy; células mesangiais; rosiglitazona; pioglitazona.



ABSTRACT

Mesangial cells — MC participate in the control of glomerular filtration, clearance of
substances and extracellular matrix production. The proliferation of MCs and
increased extracellular matrix are associated with the pathogenesis of
glomerulopathies. It is known that the tumor necrosis factor — TNF-a induces
mesangial proliferation and thiazolidinediones — TZDs, agonists of peroxisomal
proliferator activated receptor gamma — PPARy used in the treatment of diabetes
mellitus, improve insulin resistance and are effective in preventing the progression of
renal disease in different experimental models. This protection seems to be
secondary to the anti-inflammatory effect of thiazolidinediones. Unfortunately, these
ligands also have undesirable side effects such as weight gain, edema and
cardiotoxicity. Recently, it was developed a new PPARYy partial agonist, the GQ-16,
which has similar anti-diabetic activity to other thiazolidinediones, but without
inducing weight gain or edema. Thus, this study aims to investigate whether the GQ-
16 decreases mesangial proliferation induced by TNF-a. Our results show that the
GQ-16 significantly reduces cell proliferation induced by TNF-a in a standard dose
response curve, similar to rosiglitazone and pioglitazone, in addition to reducing the
transcriptional activity of the promoter of TNF-a, also in a standard dose response
curve. We evaluated the anti-fibrotic effect through the mRNA expression of TGF-
and although our results do not have statistical significance, were similar to
rosiglitazone. We conclude that GQ-16 is a selective modulator of PPARy and
presents an antiproliferative, antiinflammatory and possibly antifibrotic effect similar
to rosiglitazone.

Keywords: GQ-16, PPARy, mesangial cells, rosiglitazone, pioglitazone.
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1 INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus — DM é um grupo de doencas metabdlicas, caracterizado
por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecao e/ou acéo da insulina. O estado
de hiperglicemia crbnica estd associado a danos a longo termo em varios 6rgaos,
especialmente, os olhos, nervos, rins, coracao e vasos sanguineos [1]. Considera-se
hoje que a doenca é o estagio final de uma sindrome crénica e progressiva cujas
anormalidades na secrecdo de insulina pela célula beta pancreética e na resisténcia
insulinica muscular, hepéatica e do tecido adiposo iniciam-se anos antes do
diagnéstico clinico e sdo causados por componentes genéticos e adquiridos do meio

ambiente [2].

Nas ultimas décadas, o DM tem se tornado um sério e crescente problema de
saude publica em todo o mundo, devido ao aumento de sua prevaléncia, morbidade
e mortalidade [3]. De acordo com a American Diabetes Association, a prevaléncia de
DM nos Estados Unidos da América — EUA é de 25,8 milhdes de pessoas,
correspondendo a 8,3% da populacdo daquele pais [4]. Segundo a Organizacao
Mundial de Saude — OMS, a prevaléncia de DM em todo o mundo atingiu a cifra de
346 milhdes de pessoas [5]. No Brasil, relatos do Ministério da Saude — MS mostram

uma prevaléncia de 9,5% da populacao brasileira acima de 35 anos [6].

Pode-se classificar o DM em dois tipos: I) tipo 1, em que se predomina uma
deficiéncia absoluta de insulina, advinda da destruicdo das células beta
pancreaticas; Il) tipo 2, em que ha resisténcia insulinica, com deficiéncia relativa de
insulina [1]. A percentagem de DM tipo 1 € de 5-10%, sendo o tipo Il responsavel por
90-95% dos casos [7]. A incidéncia e prevaléncia da DM tipo 2 tém aumentado em
todo o mundo desde a década de 80, enquanto, a de DM tipo 1 esta estabilizada ha
varios anos [8]. A resisténcia insulinica precede e prediz a DM tipo 2. Embora,
exercicios e perda ponderal amenizem a resisténcia insulinica e possam, em alguns
casos, prevenir ou retardar o inicio da DM, faz-se necessaria terapia medicamentosa

naqueles que ndo modifiqguem seu estilo de vida [9].
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1.2 NEFROPATIA DIABETICA

A nefropatia diabética é a complicacdo mais comum do DM, contribuindo com
aproximadamente 40% dos casos de Doenca Renal Cronica Terminal (em inglés,
End Stage Renal Disease, ESRD) [10]. E definida como uma sindrome clinica
associada com proteindria (perda de proteinas pela urina, acima de 300 mg/24
horas), Hipertensao Arterial Sistémica — HAS e declinio da funcao renal [11]. Sua
patogénese € complexa, e a hiperglicemia € um dos fatores mais importantes para
ativacdo das vias patogénicas, que incluem: hiperfiltracdo glomerular, HAS,
formacdo dos produtos finais de glicosilacdo avancada (em inglés, Advanced
Glycation End Products, AGE), vias de poliol, estresse oxidativo, ativacdo da

Proteina Quinase C — PKC e liberacdo de citocinas e fatores de crescimento [12].

A hiperglicemia persistente provoca a glicosilagdo n&o-enzimética de
proteinas (reacdo de Amadori), em que a glicose se liga aos grupos amino das
proteinas. Com a progressao do processo, reacdes quimicas lentas e irreversiveis,
formam os AGE, que se acumulam em tecidos e células, tais como macréfagos,
endotélio e células mesangiais — CM [13]. Estas células, entdo, passam a sintetizar
citocinas, tais como IL-1 (Interleucina 1) e TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa),
que estimulam a proliferacdo das células mesangiais e a producdo de matriz
extracelular [14]. Foi demonstrado que a aminoguanidina, um inibidor da formacéo
dos produtos finais de glicosilacdo avancada, previne a expansdo mesangial e a
progressédo da nefropatia diabética nos modelos experimentais de DM [13]. Dachs e
colaboradores perceberam que as primeiras alteracbes na Nefropatia Diabética —
ND consistiam de aumento das fibras da matriz mesangial e do nimero de células

mesangiais [15].

1.3 ANATOMIA E ESTRUTURA FUNCIONAL DO RIM

O rim é um 6rgdo anatomicamente complexo, constituido de diferentes tipos
de células altamente especializadas, organizadas em um padréo tridimensional. Sua
unidade funcional é o nefron, formado pelas seguintes porgdes: |) corpusculo

glomerular (Malpighi); Il) tabulo contorcido proximal; Ill) alca de Henle; IV) tubulo
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contorcido distal; V) tabulo coletor [16]. O corpusculo de Malpighi se constitui de
glomérulo e cépsula de Bowman, sendo responsavel pela producdo de um
ultrafiltrado a partir do plasma sanguineo, formado por pequenos solutos e agua [17]
(vide Figura 1).

O glomérulo € composto de um tufo de capilares, interposto entre as
arteriolas aferente e eferente, e envolto pela cipsula de Bowman, formado por
células continuas com os proprios capilares glomerulares e as células do tubulo
contorcido proximal. Assim, o filtrado glomerular deve atravessar a parede capilar
glomerular, composta de trés camadas: células endoteliais fenestradas, membrana
basal glomerular e células podocitarias ou poddcitos. As disfuncbes desta barreira
levam a graus variaveis de proteindria, podendo evoluir para insuficiéncia renal
cronica [18-19].

Afferent arteriole

A. Kidney B. Glomerulus
Bowman’s

tubule

Efferent
arteriole

Glomerular tuft

Fenestrated
endothelial
cell

Basement
membrane

A
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B

Figura 1 — Estrutura esquemaética do glomérulo. Em (A) Corte coronal no rim; (B) Corte transversal no
glomérulo. Para: AA — arteriola aferente; D — tdbulo distal; E — célula endotelial; EA — arteriola
eferente; GMB — membrana basal glomerular; M — célula mesangial; MD — mécula densa; P — tibulo
proximal; PO — poddcito; UP — polo urinério; US — espaco urinério [16].

Os capilares glomerulares sdo mantidos em posicdo por um arcabouco
arboriforme de células e matriz que constituem o mesangio. As células mesangiais
foram identificadas pela primeira vez por Zimmermann, em 1929, nos espacos
intercapilares dos glomérulos. Apresentam um formato irregular, tendo
microfilamentos similares a células musculares lisas, compostos de actina, alfa-
actina e miosina [12]. Possuem funcdo de suporte estrutural, participando de
mecanismos de fagocitose e modulacdo da filtracdo glomerular, além de produzir
agentes vasoativos, sintetizar e degradar a matriz mesangial [17]. S&o capazes de
funcdes de reparo e proliferacédo, secretando fatores de crescimento e mediadores
inflamatorios, de acéo autdcrina, respondendo, durante injurias glomerulares imune
ou nao imune mediadas, com aumento no namero de células e matrix mesangial,
frequentemente vistos em varias glomerulopatias, incluindo a nefropatia diabética
[20-21].
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Dentre os mediadores inflamatoérios e fatores de crescimento que participam
da injuria mesangial, promovendo proliferacdo mesangial, aumento de sua matriz e,
distorcdo da arquitetura glomerular, destacam-se a IL-1, IL-6 (Interleucina 6), TNF-q,
Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas — PDGF e TGF-f (Fator de
Crescimento Transformador beta) [14, 22-23]. O TNF-a € uma citocina codificada por
um Unico gene, cujo efeito final é ativar fatores de transcricdo como Fator Nuclear kB
— NFkB e c-fos, os quais induzem a transcricdo e a expressao de Varios genes
relacionados a inflamacao [24]. O TGF-B é uma citocina multifuncional, envolvida na
proliferacdo celular e na producdo de matriz extracelular em um contexto autécrino
e/ou paracrino [25]. Sua produc¢éo se correlaciona com a progressao de fibrose em
diversos érgaos, tais como figado, pulméo, coracdo e rim, ao estimular fibroblastos
locais a sintetizar excessivamente componentes da matriz extracelular como

colageno e fibronectina [26].

1.4 TIAZOLIDINEDIONAS

As Tiazolidinedionas — TZD ou glitazonas representam uma classe
farmacoldgica atualmente empregada no tratamento da DM tipo 2, exercendo seus
efeitos hipoglicemiantes através da reducao da resisténcia a insulina [10]. Por muito
tempo, apenas biguanidas como metformina, vinham sendo usadas para o
tratamento da resisténcia insulinica, quando, em 1997, também se tornaram
disponiveis as TZDs. Originalmente, foram desenvolvidas em 1980, no Jap&o, como
antioxidantes. A observacéo de que o controle glicEmico melhorava na auséncia de
aumento de insulina, e a falta de efeito em animais deficientes de insulina, levou a
conclusédo de que se tratava de farmacos “sensibilizadores de insulina”. Com o uso
das TZDs, os pacientes diabéticos obtinham um decréscimo médio de 40 mg/dL em
seus niveis de glicemia de jejum, acompanhado por uma reducao da insulinemia de
jejum variando de 2 a 10 yU/mL [27]. Apresentam, como caracteristica de sua
estrutura quimica, um anel diona, enquanto o restante da molécula difere entre as
drogas do grupo, sendo responsavel pela especificidade farmacodinamica e
farmacocinética. Atualmente, ha somente dois farmacos do grupo disponiveis no

mercado: a pioglitazona e a rosiglitazona [28].
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Embora o mecanismo exato pelo qual as TZDs melhorem a sensibilidade
periférica a insulina e reduzam os niveis de glicemia ndo seja totalmente
compreendido, algumas consideracdes fazem-se mister. Elas exercem seus efeitos
ao se ligarem ao fator de transcricdo do receptor ativado por Receptores dos
Proliferadores Peroxissomais gama — PPARy [29]. Estes sdo essenciais para a
diferenciacéo do adipécito normal, bem como captacéo e armazenamento de acidos
graxos. As TZDs aumentam o numero de pequenos adipécitos e a massa de tecido
adiposo subcutaneo em estudos de animais [9]. Baseados em dados de modelos de
knock out de camundongos, o tecido adiposo é o local mais importante de acéo das
TZDs [9], com sua agéo de sensibilizador de insulina exercida de forma direta, ao
evitar o acumulo de gordura em outros tecidos [30], ou indireta, regulando citocinas
(adipocinas) que afetam o0 metabolismo energético do corpo, promovendo
resisténcia insulinica [31]. A diminuicdo da expressao e secrecdo destas adipocinas,
entre elas o TNF-a, a IL-6 e a IL-1, ocorre por inibicdo da atividade transcricional de
fatores de transcricao pro inflamatérios, tais como NFkB, Proteina Ativadora 1 (AP-1)
e Transdutor de Sinal e Ativador de Transcricdo — STAT [32-33].

Além disso, as glitazonas teriam um beneficio no metabolismo, ao aumentar
os adipécitos em numero e forma, incrementando sua capacidade de armazenar
lipideos e protegendo outros tecidos contra os efeitos deletérios das gorduras.
Ademais, alterariam a producédo de hormonios que regulam parametros metabélicos
em outros tecidos e 6rgaos, tais como musculos, figado e pancreas [31]. As TZDs
também aumentam a utilizacdo de glicose no musculo, ativando a expresséo génica
do Transportador de Glicose tipo 4 (GLUT-4), uma proteina de membrana que
permite a entrada de glicose para o interior da célula [34]. Elas também reprimem a
gliconeogénese hepatica, assim como a metformina, mas ao contrario desta,

diminuem o teor hepatico de gordura [29].

As TZDs tém um amplo espectro de acado, incluindo modulacdo da
homeostase dos glicideos e lipideos, inflamacdo, aterosclerose, remodelamento
0sseo e proliferacdo celular [29]. A descoberta dos PPARs aconteceu em 1990,
guando Issemann e Green observaram que certos compostos industriais podiam se
ligar a receptores nucleares, causando aumento de volume e densidade em
peroxissomos hepéticos de roedores. Embora os ligantes e agonistas de PPARs nédo

induzam proliferagdo de peroxissomo em humanos, eles tém atraido grande atencgéo
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nos ultimos anos, devido a sua regulacdo transcricional de vias do metabolismo,

inflamac&o e aterosclerose [35-36].

1.5 RECEPTORES ATIVADOS DE PROLIFERADORES PEROXISSOMAIS

Os Receptores Ativados de Proliferadores Peroxissomais (PPARS) sdo uma
subfamilia de 48 membros da superfamilia dos receptores nucleares, e regulam a
expressao génica em resposta ao acoplamento com ligantes [9]. A estrutura geral
dos receptores nucleares é altamente conservada, consistente com um conjunto de
dominios funcionais comuns. H4 um dominio N-terminal variavel — A/B, um dominio
DNA-ligante conservado — DBD, que contém estruturas conhecidas como dedos de
zinco, uma regiao de dobradica — D, e uma regido C-terminal — E/F, que contém o
Dominio de Ligacdo ao Ligante — LBD [37]. A estrutura tridimensional do LBD é
semelhante a de outros receptores nucleares, e consiste de doze hélices alfa e
quatro folhas beta pregueadas (em inglés, B-sheet) [38] [39], que delineiam um bolso
(pocket) de ligacdo hidrofébico, em forma de Y [40]. Existem dois sitios funcionais de
ativagdo: AF-1 e AF-2. O primeiro é o dominio N-terminal, ligante independente,
enquanto o segundo esta localizado no LBD, mais precisamente na hélice alfa 12
(H12), sendo dependente de ligante [37, 40].
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Figura 2 — Estrutura geral dos receptores nucleares, com a representacdo dos dominios funcionais.
Para: A — Estrutura priméria, com a representacdo da regido amino-terminal (dominio A/B, em que se
encontra 0 dominio funcdo de ativacdo 1 ou AF-1, implicado na transativacdo independente do
ligante), dominio de ligagdo ao DNA (DBD, dominio C), regido de dobradica (hinge, dominio D),
regido carboxi-terminal ou dominio de ligacao ao ligante (LBD, dominio E), e dominio F; B — Estrutura
secundéria, com a representacéo das regifes amino (N) e carboxi-terminais (C), AF-1, DBD e LBD
[41].

Os PPARs regulam a transcricdo génica principalmente por dois mecanismos:
a transativacdo e a transrepressao [9]. Ao ativar a expressao génica, eles se
heterodimerizam com outro receptor nuclear, o Receptor Retindide X — RXR [42]. O
heterodimero PPAR-RXR se liga a sequéncias especificas de Acido
Desoxirribonucleico — DNA localizadas na regido regulatoria ou promotora de genes-
alvo, conhecidas como elementos responsivos ao PPAR — PPREs, e, quando
ativado por agonistas, estimula a transcricdo génica [43]. Na auséncia do ligante, o
heterodimero PPAR-RXR esta constitutivamente ligado ao PPRE, e associado a
proteinas correpressoras, gue mantém a cromatina em sua forma enovelada, o que
impede o recrutamento da maquinaria de transcrigao e resulta em represséao ativa da
transcricdo génica, denominada repressao basal [44]. A ligacdo de um agonista ao
receptor altera sua conformacdo, com estabilizacdo e fechamento da H12 [45],
permitindo a dissociacdo coordenada dos correpressores e a associacdo com
proteinas coativadoras, recrutando a maquinaria de transcricdo para o promotor do

gene-alvo e, assim, o inicio da transcricao génica [46-47].
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A transrepressdo ndo envolve a ligacdo direta do receptor a elementos

responsivos no DNA [48]. Essa atividade dos PPARs ndo é completamente

compreendida, e diversos mecanismos sdo propostos para explica-la, entre eles a

inibicdo da acdo de outros fatores de transcricdo que estimulam a expressdo de

genes da resposta inflamatéria. Nesse modelo, a interacdo direta entre os PPARs

ativados e esses fatores de transcricdo inibiria sua ligagdo aos elementos

responsivos no promotor de genes-alvo e, assim, resultaria em reducdo da

transcricdo desses genes. A regulacdo negativa da expressao génica é a forma com

que os PPARs reprimem a transcricdo de genes que codificam proteinas com

atividade pro-inflamatérias [46]. H& evidéncias de que nem todos os ligantes de

PPAR estimulem as vias de transativacdo ou transrepressdo de maneira similar,

tendo sua importancia diferenciada entre os variados tecidos [49].
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Figura 3 — Regulacao génica pelo PPARy. Na presenca do ligante (TZD) PPARy promove ativacdo de

genes-alvo,

ligando-se diretamente ao DNA (esquerda),

repressdo de genes-alvo, PPARy,

associando-se a outras proteinas, as quais ligam-se diretamente ao DNA (direita) [9].
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Ha trés isoformas de PPAR: a, B/® e y, cada uma codificada por um gene
distinto. Eles variam em sua distribuicdo por diferentes tecidos, além da
responsividade a ligantes, levando a regulacéo de variados conjuntos de genes [29].
O PPARa foi o primeiro membro da subfamilia de PPAR identificado. Esta expresso
abundantemente em tecidos com alta atividade de oxidacdo de acidos graxos,
incluindo figado, rim, intestino, coracdo e tecido adiposo marrom [50]. Ligantes
enddgenos, acidos graxos poliinsaturados e, sintéticos, os fibratos, ativam o PPARaq,
regulando a transcricdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico e resposta
inflamatéria [51]. PPARB/® parece ser expresso ubiquamente em pequenos niveis
em quase todos os tecidos [52], estando envolvido no metabolismo lipidico e no
controle metabdlico [53]. O PPARy é expresso predominantemente no tecido
adiposo e, em pequenas quantidades no estdbmago, intestino, bexiga, rim, baco,

adrenal, figado, pulmao, cérebro, coracdo e vasos sanguineos [50].

Com todos os possiveis efeitos clinicos dos ligantes sintéticos de PPAR, o
papel destes receptores nucleares em varias patologias, inclusive nefropatias, tem
sido frequentemente investigado [35] [54]. Todas as trés isoformas sé&o
funcionalmente expressas no rim. PPARa é encontrado sobretudo nas células
epiteliais do tubulo proximal e porcdo espessa da alca de Henle, com menores
niveis nas células mesangiais. PPARy é fortemente expresso no epitélio dos dutos
coletores, com uma expressdo um pouco menor no mesangio, endotélio, poddcitos,
células do tubulo contorcido proximal e fibroblastos do intersticio. Ja o PPARB/®

distribui-se difusamente pelo cortex e medula renal [55] [56].

1.6 PPARy E RIM

Evidéncias crescentes tém demonstrado efeitos protetores da ativacdo do
PPARy em diversas doengas renais, inclusive nefropatia diabética [57-58]. Os
mecanismos responsaveis por isso, provavelmente estao envolvidos com o controle
metabdlico sistémico, além de acbes diretas no rim. Os conhecidos efeitos de
melhorar a resisténcia insulinica e diminuir citocinas proinflamatoérias traduzem um
melhor controle glicémico no paciente diabético, lentificando, portanto, a progressao

da nefropatia diabética [59].
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Em varios ensaios clinicos, a terapia com glitazona em pacientes portadores
de DM tipo 2 reduziu significativamente a microalbuminuria, uma forma incipiente de
proteinudria, considerado um dos sinais mais precoces de disfuncdes
microvasculares, entre elas, a nefropatia diabética [60] [61]. Comparado a outros
agentes anti-hiperglicemiantes, as TZDs produziram um controle glicémico
semelhante, mas aparentando prover um maior efeito nefroprotetor, ao induzir uma
reducdo dos niveis de proteindria em pacientes diabéticos [62]. Curiosamente, um
estudo demonstrou que a telmisartana, um bloqueador do receptor 1 de
angiotensina Il (BRA), um anti-hipertensivo usado no tratamento da nefropatia
diabética, € também, um agonista de PPARYy, sugerindo uma nefroprote¢ao adicional
dos BRA [63].

A ativagdo do PPARy parece exercer um efeito também no controle da
pressao arterial sistémica, através da atenuacdo de enzimas do Sistema Renina-
Angiotensina — SRA, espécies reativas de oxigénio e proteinas quinases ativadoras
de mitose — MAPK [64]. Em células mesangiais e endoteliais glomerulares, o0s
agonistas de PPARYy reprimiram a expressao da molécula de adeséao intercelular 1
(ICAM-1), do NFkB e o do TGF-[3, provendo um efeito anti-inflamatério [65-66]. Em
células epiteliais do tubulo contorcido proximal, a ativacao do PPARYy exerceu efeitos
antifibréticos, ao atenuar o aumento de AP-1, TGF-B e fibronectina, uma das

proteinas constituintes da matrix mesangial [67].

Um dos efeitos interessantes da ativacdo do PPARy veio de estudos em
carcinoma renal, onde se constatou que 0s seus agonistas inibiam a proliferacéo das
células cancerigenas, modificando diretamente a sinalizacdo do ciclo celular [68].
Em células mesangiais, houve um efeito antiproliferativo, quando os agonistas de
PPARYy bloquearam substancialmente a atividade da MAPK induzida pelos AGE [69-
70]. Além disso, outros estudos com modelos ndo diabéticos demonstraram que as
injurias podocitarias, relacionadas ou ndo a esclerose, foram atenuadas sob
tratamento com agonistas de PPARYy tanto in vitro [71], quanto in vivo [72], agindo

como regulador positivo da transcricdo do gene da nefrina [73].
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1.7 EFEITOS COLATERAIS DOS AGONISTAS DE PPARy

Desta forma, os agonistas de PPARy podem reduzir a proteinuria e retardar a
progresséo da glomerulosclerose em pacientes com DM e em modelos animais de
doenca renal cronica experimental. Devido a estes efeitos nefroprotetores, o PPARy
representa um alvo farmacolégico promissor, no tratamento de doencas
glomerulares fibréticas, especialmente a nefropatia diabética. Entretanto, o uso das
TZDs tém se associado com diversos efeitos adversos. A troglitazona, a primeira
glitazona aprovada para uso clinico, foi retirada do mercado em 1999, devido
hepatotoxicidade [9]. Entretanto, estudos posteriores observaram que a toxicidade

hepatica ndo era relacionada a classe farmacoldgica [9].

Em 2007, Nissen e Wolski publicaram um estudo que implicava a
rosiglitazona com um maior risco de infarto agudo do miocérdio e morte de causas
cardiovasculares [74]. Por conseguinte, o Food and Drug Administration — FDA
restringiu o uso da rosiglitazona a certos pacientes e adicionou uma etiqueta de
alerta sobre seus riscos [75]. Esse estudo acabou por levar a retirada da
rosiglitazona do mercado em varios paises, inclusive o Brasil [76]. Além dessas,
outras complicacfes foram descritas, tais como: ganho ponderal, edema periférico,
insuficiéncia cardiaca congestiva, fraturas 6sseas e cancer de bexiga; este ultimo,
com a pioglitazona [29]. Com relacéo a sobrecarga hidrica, ela se deve, sobretudo a
um up-regulation dos canais de sodio nos tubulos renais[77], correspondendo a
aproximadamente 75% do ganho ponderal durante o uso das TZDs, havendo ainda
muitas controvérsias se este efeito pode ser revertido apenas com uso de diuréticos
[36, 78]. Outrossim, um consenso da American Heart Association e American
Diabetes Association recomenda que as glitazonas sejam prescritas em pacientes
diabéticos sem doenca cardiaca estabelecida e, com cautela, nos pacientes com

fatores de risco para insuficiéncia cardiaca congestiva [79].
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1.8 NOVOS AGONISTAS DE PPARy

Os efeitos metabdlicos das glitazonas sdo primariamente resultado da
regulacdo transcricional nos adipocitos e outros tecidos, incluindo macréfagos, que
afetam a sensibilidade a insulina em todo o corpo. Um melhor entendimento das
acOes desses farmacos pode proporcionar o desenvolvimento de agentes mais
seguros, que visem o PPARy, preservando suas agdes sobre a resisténcia
insulinica, sem apresentar efeitos colaterais deletérios [80]. Recentemente, Choi et
al. relataram que as glitazonas ativam o PPARYy por inibir sua fosforilacdo no residuo
de serina da posi¢ao 273 (S273) do PPARYy pela Quinase Ciclina-Dependente 5 —
CdK5. Assim, de forma diferente que se pensava anteriormente, a ativacado de PPAR
€ causada ndo somente pelo fechamento da H12, mas também pela inibicdo da
fosforilacdo na S273, que promove uma alteracdo funcional do receptor,
favorecendo o surgimento de obesidade e resisténcia insulinica [81]. Mais ainda,
esse novo mecanismo de acdo de ligantes de PPAR foi capaz de explicar porque
alguns agonistas parciais de PPARy melhoram a sensibilidade a insulina de forma
semelhante aos agonistas totais como a rosiglitazona. A melhora depende muito da
inibicdo da fosforilagdo da serina 273. Esta descoberta fortaleceu a busca pelo
desenvolvimento de novas opcdes de agonistas de PPARy que inibam a

fosforilacao.

Como descrito anteriormente, 0 mecanismo classico pelo qual as TZDs
ativam o PPARYy esta bem estabelecido e envolve um fechamento da H12 na regido
LBD. Esta alteragdo cria uma fenda hidrofébica na superficie do receptor, para o
recrutamento de coativadores transcricionais de alta afinidade. Embora o
mecanismo de ativacdo transcricional esteja bem elucidado, o raciocinio para a
sensibilizagdo a insulina ainda ndo foi completamente estabelecido [82]. De fato, na
busca de novos compostos, inicialmente, desenvolveram-se agonistas de PPARy
mais completos, com melhor afinidade e especificidade, pois se acreditava que 0s
efeitos adversos eram oriundos da ativacdo de genes nao-especificos. Entretanto,
uma maior poténcia aumentava nao apenas os efeitos de sensibilizacéo de insulina,
como as proprias reacdes adversas. Os esfor¢os, entdo, voltaram-se para o

desenvolvimento de agonistas parciais, que determinam interagdo menos eficaz do
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heterodimero PPAR-RXR com proteinas coativadoras e, assim, em ativacédo
transcricional menos eficaz [47], 0s quais possuissem a magnitude precisa do
agonismo do PPARYy [82].

1.9 GQ-16

Diante do potencial farmacoldgico e terapéutico dos agonistas de PPARYy, da
escassez de farmacos atualmente disponiveis no mercado, pesquisadores da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE sintetizaram e testaram novos
ligantes de PPARYy [83]. Entre eles, 0 GQ-16 (5-(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(4-
metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona), uma nova TZD. A estrutura quimica do GQ-16 e
das TZDs classicas troglitazona, pioglitazona e rosiglitazona esta apresentada na

Figura 4.
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Figura 4 — Estrutura quimica do GQ-16 e outras TZDs.

Estudos realizados por Amato e cols demonstraram que GQ-16 € um agonista
parcial de PPARYy, com propriedades anti-diabéticas em camundongos submetidos a

dietas hiperlipidicas (vide Figuras 5A e 5B). Ademais, chama a atencao que GQ-16 &
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especifico para PPARy e nao é adipogénico em cultura de células mesenquimais
(vide Figura 5E), ndo promove ganho de peso como a rosiglitazona (vide Figura 5C)
e nao induz a retencdo de agua, que por sua vez diminui os valores de hematdcrito
(vide Figura 5D) [81].
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Figura 5 — Propriedades GQ-16. Para: A — Transativacdo do gene repérter baseado em PPARy com
rosiglitazona e GQ-16; B — Variacéo dos niveis glicémicos em camundongos com dieta hiperlipidica
(HFD), rosi e GQ-16; C — Alteracéo de peso promovido em camundongos com HFD e tratamento com
rosi ou GQ-16; D — Alteracdo no hematdécrito de camundongos em tratamento com rosi e GQ-16; E —
Adipogénese induzida em células mesenquimais murinas, sob tratamento com rosi e GQ-16, indicada
por color¢do por Oil Red.

Fonte: [82].

E interessante observar que estudos in vitro, mostraram que o GQ-16 inibiu a
fosforilacdo da serina 273 e que estudos estruturais evidenciaram que 0 seu
acoplamento com o PPARy acontece em um padrdao bastante diferente da
rosiglitazona. Enquanto o GQ-16 se liga ao LBD em uma direcao paralela a hélice 3

(H3), a Rosi se liga de forma perpendicular. Esta interacdo permite ao GQ-16 ndo
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fazer contato direto com nenhum residuo da H12, uma propriedade reconhecida em
agonistas totais (vide Figura 6) [82].

Em particular, o acoplamento do GQ-16 ao LBD do PPARYy foi mais eficiente
em estabilizar a H3, a porcéo inferior da curva formada pelas hélices H11 e H12,
bem como as regifes da folha beta pregueada em que se localizam a serina S273.
Estes resultados sugerem que a eficacia in vivo do GQ-16 reside em sua
propriedade de estabilizar tais regides, protegendo a serina 273 da fosforilacéo
mediada pela CdK5 [81].

Desta forma, as caracteristicas diferenciadas do GQ-16 sédo fundamentais
para exibir suas propriedades de sensibilizagcdo de insulina, sem elicitar efeitos

adversos classicos de outras TZDs.

Considerando a pontencialidade do GQ-16 em exercer alguns dos efeitos
terapéuticos de agonistas de PPARYy, resolvemos investigar se o GQ-16 é capaz de
reprimir a atividade transcricional do promotor de TNF-a assim como a proliferacao

de células mesangiais de forma semelhante a rosiglitazona e pioglitazona.

Ser?273

Figura 6 — Posicao e orientacdo do GQ-16 (em lilas) e rosiglitazona (em branco, azul, amarelo e
vermelho) na ligacédo a regido LBD. A rosiglitazona se liga perpendicular a hélice 3, enquanto o GQ-
16 est4 paralelo [82].
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito do GQ-16 sobre a atividade transcricional do promotor do
Fator de Necrose Tumoral-a. — TNF-a e sobre a proliferacdo de células mesangiais

humanas imortalizadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar o efeito do GQ-16 sobre a atividade transcricional do promotor do
TNF-a, em células mesangiais humanas;

e Investigar se GQ-16 pode regular a proliferacdo mesangial estimulada por
TNF-q;

e Estudar o efeito do GQ-16 sobre a expressaio de mRNA do Fator

Transformador de Crescimento-3 — TFG- em células mesangiais humanas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PLASMIDEOS

Para os ensaios de gene reporter foram utilizados o vetor de expressédo do
receptor PPARy que corresponde ao plasmideo pcDNAS3 (Invitrogen), no qual foram
adicionadas as sequéncias que codificam para o receptor PPARy dirigido pelo
promotor CMV e o vetor de expressdo (TNFRE3z)-TK Luc, que contém trés copias da
porcdo —125/-82 do promotor do TNF-o (sequencias de —32/+45), seguido do
promotor minimo da timidina kinase do virus herpes simples. Anteriormente, ja
haviamos demonstrado [84] que essa regido — 125/-82 do promotor do TNF é
responsiva ao PPARy e que a adicdo de rosiglitazona na presenca de PPARy
reprime a transcricdo desse promotor. A Figura abaixo mostra a construcéo desse

plasmideo

TNF RE

(-125/-82) 3X

Figura 7 — Vetor de expresséo de expressdo (TNFRE3)-TK Luc, que contém trés cépias da porcéo —
125/-82 do promotor do TNF-a (sequencias de —32/+45) seguido do promotor minimo da timidina
quinase do virus herpes simples.

3.2 CULTURA DE CELULAS MESANGIAIS

Células mesangiais humanas imortalizadas foram obtidas pelo Departamento
de Nefrologia da Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sado Paulo —
UNIFESP, e cedidas ao Laboratério de Farmacologia Molecular da Universidade de
Brasilia — UnB. Elas foram cultivadas em placas de 150 X 20 mm (Corning®, MA,
USA) em meio DMEM (Gibco™, Invitrogen Corporation, CA, USA) suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino — SFB, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de

estreptomicina, e mantidas em uma atmosfera umidificada a 37°C com 5% de CO»,
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3.3 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR POR INCORPORACAO DE METIL-
3H-TIMIDINA

Para avaliar se 0 GQ-16 podia diminuir a proliferacdo das células mesangiais,
induzida por TNF-a (Sigma Aldrich, MO, USA), de forma semelhante a rosiglitazona
(Cayman Chemicals, MI, USA) e pioglitazona (Sigma Aldrich), foi realizado o ensaio
de incorporacéo de *H-timidina (PerkinElmer, MA, USA). Esse ensaio baseia-se no
principio de que quanto maior for a incorporacdo do nucleosideo marcado
radiativamente, maior sera a sintese de DNA. Dessa forma, assume-se que 0 grupo

gue teve maior sintese de DNA, teve também maior proliferacdo celular.

Inicialmente, aproximadamente 10.000 células mesangiais foram semeadas
em placas de doze pocos em meio DMEM com 10% de SFB. As células foram
incubadas a 37°C, com 5% de CO, por 4 horas, para permitir a adeséo das células
ao fundo da placa. Posteriormente, o meio de cultura era trocado para DMEM com
SFB 0,5%. Apds 24 horas, adicionaram-se os tratamentos com rosiglitazona,
pioglitazona e GQ-16 em concentragdes crescentes.

O GQ-16 foi gentilmente cedido pelo Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Pernambuco. Para realizacdo dos experimentos, ele era diluido, no exato
momento do tratamento das células, em dimetilsulféxido (DMSQO) aquecido a 37°C.
Ap6s 20 horas da adicdo dos ligantes, 0,5 puCi/ml de metil-*H-timidina foi adicionado
as células. Ao término do tratamento, o meio foi descartado e os pocos lavados duas
vezes com PBS gelado e, mais duas vezes com acido tricloroacético a 10%. Em
seguida, o liquido sobrenadante foi descartado e as células, lisadas com a adicdo de
0.5ml de hidréxido de sddio 0.5M, por 30 minutos a 37°C. Por fim, ao lisado celular
foi adicionado 3 ml de coquetel para cintilagdo liquida e levado a um contador de
emissao de particulas B, localizado no Instituto de Biologia da UnB. A leitura foi dada

em Contagem por Minuto — CPM.

Os experimentos foram realizados em triplicatas e os resultados foram
expressos em CPM. Para andlise dos efeitos da pioglitazona, rosiglitazona e GQ-16
sobre a proliferacédo induzida por TNF, considerou-se a média do grupo tratado com

TNF-a (10 ng/mL) como 100%, e a partir desse numero calculou-se a porcentagem



32

de incorporacdo dos demais grupos em relacdo ao primeiro. Os resultados foram
apresentados como média + Erro Padrdao da Média — EPM.

3.4 TRANSFECCAO E ENSAIOS DE GENE REPORTER COM A ENZIMA
LUCIFERASE

Em nosso estudo, o método para a transfeccéo foi a eletroporacéo, que se
baseia no principio de gerar poros na membrana plasmatica e nuclear por meio da
aplicacdo de pulsos de corrente elétrica. Dessa forma o DNA plasmidial entra no

nucleo celular.

Para a transfeccdo das células mesangiais, inicialmente aspirou-se o meio
sobrenadante e as células mesangiais foram coletadas por tripsinizacéo, visto que
essas células sado aderentes. Nessa etapa retirou-se uma aliquota para a contagem
do numero de células, obedecendo 8-10 milhGes de células por transfeccao.
Posteriormente, as células foram coletadas por centrifugacéo, com o pellet suspenso
em solucdo de PBS (Phosphate Buffered Saline) contendo dextrose e calcio. Em
seguida 0.5ml das células foram misturadas com 3ug do plasmideo reporter
respectivo e, quando foi o caso, 1.5ug do vetor de expressao do PPARY. As células
e o0s plasmideos foram suspensos e transferidos para uma cubeta de 0.4cm de
fenda e, apés 3 minutos em temperatura ambiente, eletroporadas utilizando-se um
gerador de pulso Bio-Rad com voltagem de 0.35 kV e 700 puF de capacitancia.
Posteriormente, as células foram transferidas para tubos cbnicos contendo meio
DMEM com 10% de soro bovino fetal. Neste meio, as células foram ressuspendidas
e transferidas para placas de 12 pocos. Por fim, as células foram incubadas por 24

horas com concentracdes crescentes de rosiglitazona e GQ-16.

Para o ensaio da enzima luciferase, o meio de cultura sobrenadante foi
aspirado e adicionou-se 150 puL do Tampao de Lise (Promega) em cada poco.
Incubou-se por 20 minutos em temperatura ambiente para certificacdo da lise
celular. Por fim, uma pequena aliquota do lisado celular (20 pL) foi misturada com
luciferina, substrato para a enzima luciferase (20 ulL) (Luciferase Assay System,
Promega), e a medida da atividade desta enzima foi quantificada em um

lumindmetro (Turner). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os
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dados aferidos em Unidades de Luz — UL foram normatizados de acordo com a
atividade transcricional do promotor (TNFRE3)-TK Luc. Para determinacdo da taxa
de inibicdo da atividade do promotor (TNFRE3z)-TK Luc pelos ligantes Rosiglitazona e

GQ-16, o grupo tratado com TNF-a (10 ng/mL) foi considerado como 100%.

3.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE RNA MENSAGEIRO (mMRNA) DE TGF-

Para verificar se o tratamento com GQ-16 interferia na expressdao de mRNA
de TGF-B, semeou-se células mesangiais em placas de 100 mm contendo meio
DMEM com 10% de SFB e antibidticos. Aguardei a placa atingir 100% de
confluéncia, quando, realizou-se os tratamentos com veiculo — DMSO, rosiglitazona
e GQ-16, ambos na concentracdo de 10 M, na presenca e auséncia de TNF-a, 10
ng/mL. Os tempos de tratamento foram de 6 e 12 horas. A expressdo de mRNA de
TGF-B foi avaliada por meio da extracdo do RNA total, seguida da sintese de DNA
complementar (cDNA) por transcricdo reversa, e amplificacdo por reacdo em cadeia

da polimerase em tempo real (RT-PCR).

3.6 EXTRACAO DE RNA TOTAL

A extracdo do RNA total das células foi realizada com o reagente TRIzol®
(Invitrogen), seguindo as recomendag¢Bes do fabricante. Ap6s o término do
tratamento, cada placa era lavada com PBS gelado e, posteriormente, descartado.
Com as placas no gelo, adicionou-se 2mL de TRIzol em cada uma delas, coletando-
se as células com ajuda de um pequeno rodo, e transferindo-as para eppendorfs.
Estes foram centrifugados e, ao sobrenadante, adicionou-se cloroférmio, para

separacao das fases formadas.

A fase superior (aquosa), onde se encontrava 0 RNA, de cada tubo foi
transferida para outros eppendorfs, onde se adicionou isopropanol, para precipitagao
do RNA quando submetido a centrifugacdo. O pellet formado foi, entdo, suspenso

em alcool etilico 75% (v/v) gelado, novamente centrifugado e, agora, ressuspendido
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em &gua deionizada — mili Q estéril tratada com 0,1% de Dietilpirocarbonato —
DEPC.

3.7 QUANTIFICACAO, PUREZA E INTEGRIDADE DO RNA TOTAL

A quantificacdo e o grau de pureza das amostras de RNA total foram
determinados por espectrofotometria, utilizando-se o aparelho NanoVue Plus (GE
Healthcare Life Sciences, UK). As amostras foram desnaturadas a 60°C durante 10
minutos e, em seguida, 1 uL de RNA total foi transferido para o espectrofotbmetro. A
quantificacdo foi realizada no comprimento de onda de 260 nm e expressa em
ug/uL. O grau de contaminacdo por proteinas foi verificado por meio da razdo entre
0os comprimentos de onda 260 nm e 280 nm. Razdes entre 1,7 e 2,2 foram
consideradas adequadas.

A integridade do RNA total foi verificada por eletroforese em gel de agarose,
corado com brometo de etideo, e examinado sob luz ultravioleta, a fim de se avaliar
a qualidade das subunidades 28S e 18S do RNA.

3.8 TRANSCRICAO REVERSA E AMPLIFICACAO POR PCR QUANTITATIVO

Os primers direto e reverso para TGF- e B-actina foram retirados de artigos
da literatura e sintetizados pela Integrated DNA Technologies (IDT, USA). As
sequéncias utilizadas para o TGF-B foram: R 5 GTC AAT GTA CAG CTG CCG CA
3 e F5CCC AGC ATC TGC AAA GCT C 3’; para a B-actina: R 5 AAG GTG TGG
TGC CAG ATT TTC T 3 e F 5 CGG CAT CGT CAC CAA CTG 3. O gene

constitutivo da B-actina foi usado como controle endégeno.

A transcricdo reversa e amplificacdo por PCR quantitativo foram realizados
sincronicamente, através do kit Power SYBR® Green RNA-to-C; 1-Step (Applied
Biosystems, CA, USA), seguindo normas do fabricante. ApGs tratamento das
amostras com RNA com DNAse (Sigma Aldrich), no intuito de se extinguir quaisquer
possiveis contaminacdes por DNA gendmico, as reacbes foram preparadas em

placas de 96 pocgos, para um volume final de 10 yL, com os seguintes reagentes:
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0,08 pL de enzima transcriptase reversa — RT, 5 yL Power SYBR® Green RT-PCR,
0,2 uL de cada primer (F e R) e 1ng de RNA. O volume foi completado com agua
livre de DNA e RNA.

As condicOes da reacdo foram as mesmas para todos os experimentos de
RT-PCRQ: 30 minutos a 48°C para realizacdo da reacao de transcricao reversa; 10
minutos a 95°C para ativagéo da enzima DNA polimerase; 40 ciclos de 95°C por 15
segundos para desnaturacdo e 60°C por 1 minuto para anelamento do primer e

extensao.

Todos os experimentos de RT-PCRq foram realizados no equipamento
Applied Biosystems StepOnePlus™Real-Time PCR Systems e os dados obtidos
foram analisados com o programa Software StepOne v2.1.

3.9 VALIDACAO DOS PRIMERS

3.9.1 Curva de eficiéncia relativa dos primers

Para determinar se as reacfes de amplificacdo do gene alvo e do
controle apresentam a mesma eficiéncia, inicialmente foi feito uma curva de
diluicdo seriada, denominada curva padrdo, para cada par de primers,
partindo-se de uma amostra de 5 ng de RNA e diluindo-se sequencialmente
para 1 ng, 0,2 ng e 0,04 ng (fator de diluicdo 5). As diluicbes foram realizadas
em triplicata. Em seguida, foram obtidos os valores de Ct (cycle threshold) de
cada amostra. Em PCR, o Ct é definido como o numero de ciclos necessario
para que o sinal de fluorescéncia cruze a linha de base, iniciando a fase

exponencial de amplificacao.

As médias dos valores dos Ct do alvo, gerados para cada diluicéo,
foram subtraidas pelas médias dos valores dos Ct do controle, e estas
variagbes (ACt), foram colocadas em grafico em comparacdo ao log da
diluicdo correspondente para criar uma regressao linear semi-log. Para ser

equivalente, a inclinagao da reta, correspondente ao valor “a” da equagao da
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reta (y = ax + b) deve ser < 0,1. A curva de eficiéncia relativa foi realizada com

o programa Microsoft Excel, versao 2010.

3.9.2 Curva de dissociacao dos primers

Curvas de dissociacédo do produto de amplificacdo (curvas de melting) foram
realizadas para cada par de primers, a fim de se verificar sua especificidade,
confirmando a auséncia de formacdo de dimeros e/ou de produtos inespecificos, o
gue poderia interferir na quantificacdo real do transcrito alvo. As curvas foram feitas
apos a reacao de PCR, aumentando-se gradativamente a temperatura (acréscimos
de 0,3 °C) de 60 °C até 95 °C. Neste procedimento, a medida que a temperatura
aumenta, a fluorescéncia decresce. O ponto correspondente ao decaimento mais
acelerado do sinal de fluorescéncia € denominado de temperatura de dissociacéo
Tm (melting temperature) e determina o momento em que o produto de PCR
apresenta-se 50% em fita dupla e 50% em fita simples. A Tm € especifica para cada
sequéncia de DNA amplificada. Assim, espera-se que apenas um pico de
decaimento seja detectado para cada par de primers utilizado. Os dados obtidos
foram analisados em um grafico da derivada da fluorescéncia em funcédo da

temperatura.

3.10 QUANTIFICACAO RELATIVA DO mRNA DO TGF-8

Apos validacao, as reacdes de RT-PCR foram realizadas para o gene TGF-f
nas amostras tratadas ou néo tratadas (calibrador) com rosiglitazona, utilizando-se 1
ng de RNA de cada uma. Os valores dos Ct obtidos para todas as amostras foram
normalizados em fungao do controle enddégeno (B-actina) por meio da subtracdo do
Ct do alvo pelo Ct do controle (ACt). A quantificagado relativa da expressdo do mRNA
do TGF-pB foi feita utilizando-se o método de comparacédo de Ct ou AACt. Por este
meétodo, a expressao relativa do gene correspondera ao valor obtido pela férmula

al’ltmétlca 2 _AACt, Onde AACt = ACt amostras ~ ACt calibrador-
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de comparacdo multiplo de
Dunnett foi utilizada para comparar os valores da taxa de incorporacao de timidina e
0 teste de comparacdo mdultiplo de Newman-Keuls para a comparacdo entre 0S
valores da expressao relativa do mRNA do TGF-f3

Os resultados do ensaio de gene reporter comparando Rosiglitazona e GQ-16

na represséo do promotor do TNF foram analisados por teste t de student.

Os resultados foram expressos como a meédia + erro padrdo da meédia (EPM)

e foram considerados significantes os valores de p< 0,05.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad,
versao 5.02 para Windows.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO GQ-16 SOBRE A PROLIFERACAO DE CELULAS
MESANGIAIS FRENTE AO TNF-a

Inicialmente com o intuito de investigar o efeito do GQ-16 sobre a proliferagéo
de células mesangiais, realizaram-se ensaios de incorporacédo de 3H-timidina, em
qgue o grau de proliferacdo celular € mensurado a partir da taxa de incorporacao de
3H-timidina. Os resultados foram expressos em percentagem em relacdo ao

tratamento apenas com TNF-a.

O tratamento, por 24 horas, com rosiglitazona (Rosi), pioglitazona (Pio) e
doses crescentes de GQ-16 provocou uma diminuicdo na taxa de incorporacéo de
3H-timidina e, consequentemente, na proliferacdo de células mesangiais. A Rosi na
concentracdo de 10° M reduziu a proliferacdo em 35% (+ 8,7%). A Pio e o GQ-186,
na mesma concentracdo, também provocaram uma reducdo em torno de 39% (+
9,2%) e 45,5% (+ 16,1%), respectivamente. Na concentracdo de 5x10° M, o GQ-16
reduziu a proliferacdo em 52% (x 7%). Desta forma, o0 GQ-16 induziu repressao na
proliferacdo das células mesangiais em um padrao de curva dose-resposta, embora
apenas as concentracdes de 10° M e 5x10° M tenham sido capazes de obter

relevancia estatistica (vide Figura 8).
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Figura 8 — Incorporacgéo de *H-timidina. Dados expressos como média * erro padrao da média (EPM)
do percentual de incorporacdo de [3H]—timidina em relacdo ao TNF-a, de 12 experimentos
independentes realizados em triplicata. * Relevancia estatistica (p< 0,05), por método de ANOVA,
seguido de teste de comparacdo multiplo de Dunnett.

4.2 EFEITO DO GQ-16 SOBRE O PROMOTOR DO TNF-a (SEQUENCIAS DE -
32/+45 (TNFRE3) — TK Luc

Considerando que GQ-16 é um agonista parcial de PPARy que reprime de
forma semelhante a rosiglitazona a fosforilacdo da serina 273 e a proliferacéo
mesangial induzida por TNF-a, resolvemos comparar a regulacao da transcricao do
promotor do TNF-a mediada por PPARYy ligado a rosiglitazona e GQ-16. Para isso
co-transfectamos células mensangiais humanas com PPARy e o0 gene reporter
TNFRE3-TK Luc que, contém trés copias da porcado —125/-82 do promotor do TNF-a
(sequéncias de —32/+45) seguido do promotor minimo da timidina kinase do virus
herpes simples. Nossos resultados demonstraram que o tratamento dessas células

com doses crescentes de GQ-16 levou a uma repressdo dose dependente do
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promotor do TNF-a. com a mesma eficacia que a rosiglitazona, apesar de ter
apresentado um ICsp 96 vezes maior (ICso Rosi 3,56 versus 91,98 nM do GQ-16)
(vide Figura 9). Nas doses de 5x10™° M, o GQ-16 reprimiu significativamente a

transcricdo do promotor do TNF-a, atingindo valores semelhantes a Rosiglitazona.

1.1- B  Rosiglitazona
1.0- 4 Ga-16

0.9
0.8+
0.7
0.6

Taxa de ativacao

0.5

0.4 T | | |
-1 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

Log [ligante] M

Figura 9 — Em células mesangiais GQ-16 reprime a atividade transcricional do promotor do TNF-o. O
gene repdrter (TNFRE3)-TK Luc que contém trés cdpias da por¢éo —125/-82 do promotor do TNF-a
seguido do promotor minimo da timidina quinase do virus herpes simples foi co-transfectado com
PPARy e tratadas durante 24 horas com Rosiglitazona ou GQ-16. Observa-se que a repressdo
maxima induzida por GQ-16 foi semelhante a observada com rosiglitazona.
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4.3 EFEITO DO GQ-16 SOBRE A EXPRESSAO DO mRNA DO TGF-8 EM
CELULAS MESANGIAIS HUMANAS IMORTALIZADAS

A avaliacdo da expressdo do mRNA do TGF-B em células mesangiais
humanas imortalizadas em resposta ao tratamento com GQ-16 foi precedida de
extracdo do RNA total celular, analise de sua qualidade e integridade, e validacao da

PCR (analise da eficiéncia e especificidade dos primers).

4.3.1 Analise da eficiéncia relativa dos primers

A andlise da expressdo génica relativa pela técnica de PCR, utilizando-se o
método de comparacao AACt, requer que as eficiéncias de amplificagdo do gene

alvo e do gene referéncia sejam equivalentes.

Dessa forma, inicialmente, uma curva de diluicdo seriada foi realizada para
cada par de primers (vide Figuras 10A e 10B). Em seguida, os valores dos Ct
obtidos para cada diluicdo foram utilizados para determinar a equivaléncia da
eficiéncia de amplificacdo, por meio de sua representacao gréafica (log da diluicdo x
ACt). A equivaléncia foi determinada pela inclinagao da reta gerada ao se comparar
a eficiéncia do gene alvo (TGF-B) com a do gene controle (B-actina). Pela equacéao
obtida, pode ser observado que a inclinagcdo foi < 0,1 (0,0671), possibilitando,

portanto, a utilizacdo do método de comparacao aritmético (vide Figura 10C).
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Figura 10 — Genes alvo (TGF-B1) e controle (B-actina) apresentam eficiéncia de amplificacdo
equivalente. Curvas de diluicdo seriada foram feitas para cada par de primers, partindo-se de uma
amostra de RNA de 5 ng e diluindo-se sequencialmente para 1ng, 0,2 ng e 0,04 ng (A e B). As
diluicdes foram feitas em triplicata e as médias dos valores dos Ct do gene alvo, obtidas para cada
diluicdo, foram subtraidas pelas médias dos valores dos Ct do controle. Estas variagdes (ACt) foram
representadas graficamente em funcéo do log da diluicdo correspondente (C). A inclinacdo (0,067) da
reta obtida por regresséo linear demonstra que as eficiéncias de amplificacdo dos dois pares de
primers é equivalente (< 0,1).
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4.3.2 Analise da especificidade dos primers

O fluor6foro presente no sistema SYBR® Green para deteccdo da
amplificacdo liga-se a qualquer DNA fita-dupla. Assim, a presenca de produtos
inespecificos de amplificacdo ou a formacdo de dimeros de primers podem
comprometer os resultados da quantificacdo relativa do gene de interesse.
Considerando-se esses aspectos, 0s primers foram avaliados quanto a sua
especificidade por meio da curva de dissociacdo do produto de amplificacéo (curva
de melting). A presenca de apenas um pico na curva indica uma amplificacdo

especifica de um unico fragmento de DNA e auséncia de dimeros de primer (vide
Figura 11).

Melt Curve
A , R :

Melt Curve
B , ;

Dertvative Ragorter (-Rn)
Derivatrve Reponter (-RnY

Tomparsture (°C)

Figura 11 — As sequéncias de primers escolhidos apresentam especificidade de amplificagdo. Os
primers dos genes alvo (TGF-Bl) e de referéncia (B-actina) foram avaliados quanto a sua
especificidade de amplificacdo por meio de curvas de dissociacdo do produto de amplificagédo (curvas
de melting), realizadas apés reacdo de PCR, aumentando-se gradativamente a temperatura
(acréscimos de 0,3 °C) de 60 °C para 95 °C. A presenca de apenas um pico nas curvas demonstra a

auséncia de formacgdo de dimeros ou de produtos inespecificos de amplificagdo. A, TGF-B1; B, B-
actina.
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4.3.3 Analise do efeito do GQ-16 na expressao de mRNA de TGF-B

A expressdo de mMRNA de TGF-B em células mesangiais humanas
imortalizadas foi avaliada na presenca e auséncia de TNF-a, 10 ng/mL,
acrescentadas de rosiglitazona ou GQ-16, na concentracdo de 10° M e, em dois
tempos diferentes, 6 e 12 horas ap0s o tratamento. A andlise foi feita por RT-PCR e,

comparada com os respectivos controles: DMSO ou TNF-a.

A expressao de mRNA de TGF-B tendeu a diminuir 6 horas apds tratamento
com rosiglitazona e GQ-16 na concentracdo de 10° M, em relacdo ao DMSO
(veiculo), nos tempos de 6 e 12 horas. Apos 6 horas de tratamento, sob as
condi¢cBes descritas na metodologia, ocorreu uma reducdo na expressao relativa de
MRNA de TGF- em torno de 7,73% (£ 0,67%) no grupo tratado com rosiglitazona e,
de 32,23% (x 23,48%), no grupo do GQ-16. Os resultados ndo apresentaram
relevancia estatistica (vide Figura 12).

Expresséo relativa mRNA de TGF-B

Figura 12 — Expresséo relativa de mRNA de TGF- 6 horas apds tratamento com rosiglitazona ou
GQ-16, na auséncia de TNF-a. Células mesangiais humanas imortalizadas foram semeadas em placa
de 100 mm com meio DMEM. Ao atingir 100% de confluéncia, o meio foi trocado e acrescentado rosi
ou GQ-16 na concentracdo de 10° M. Ap6s seis horas, 0 RNA total dos grupos experimentais foi
obtido e a expressdo de mMRNA de TGF-B analisada por RT-PCR. Verificou-se uma reducéo do nivel
de expressdo de mRNA do TGF- tanto na presenga de rosi, quanto GQ-16. Dados apresentados
como média + EPM, consistindo de trés experimentos independentes proferidos em triplicata.
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Resultados semelhantes aos anteriores também foram verificados sob o
tempo de tratamento de 12 horas. Constatou-se uma reducdo na expressao de
MRNA de TGF-B nas células mesangiais tratadas com rosiglitazona em torno de
26,93% (+ 16,63%) e, no grupo do GQ-16, de 27,78% (+ 4,6%). Os resultados ndo

apresentaram relevancia estatistica (vide Figura 13).

Expressédo relativa mRNA de TGF-B

Figura 13 — Expresséo relativa de mRNA de TGF-B 12 horas apés tratamento com rosiglitazona ou
GQ-16, na auséncia de TNF-a. Células mesangiais humanas imortalizadas foram semeadas em placa
de 100 mm com meio DMEM. Ao atingir 100% de confluéncia, o meio foi trocado e acrescentado rosi
ou GQ-16 na concentracdo de 10° M. Apds doze horas, o RNA total dos grupos experimentais foi
obtido e a expressdo de mMRNA de TGF-B analisada por RT-PCR. Verificou-se uma redu¢éo do nivel
de expressdo de mRNA do TGF-B tanto na presenga de rosi, quanto GQ-16. Dados apresentados
como média + EPM, consistindo de trés experimentos independentes proferidos em triplicata.

A expressao de mRNA de TGF-B tendeu a diminuir 6 horas apés tratamento
com TNF, 10 ng/mL, associado com rosiglitazona e GQ-16 na concentracdo de 10°
M. Na presenca de rosi, a reducdo observada foi de 50%, enquanto, com GQ-16, a

reducgéo observada foi de 52% (vide Figura 14).
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Expressdo Relativa mRNA TGF-B

TNF-a (10 ng/mL)

Figura 14 — Expressao relativa de mRNA de TGF-$ 6 horas apds tratamento com rosiglitazona, GQ-
16 e TNF-a . Células mesangiais humanas imortalizadas foram semeadas em placa de 100 mm com
meio DMEM. Ao atingir 100% de confluéncia, o meio foi trocado e acrescentado TNF-a (10 ng/mL),
mais rosi ou GQ-16 na concentracdo de 10° M. Apb6s seis horas, o RNA total dos grupos
experimentais foi obtido e a expressdo de mRNA de TGF-B analisada por RT-PCR. Verificou-se uma
reducdo do nivel de expressdo de mRNA do TGF-f tanto na presencga de rosi, quanto GQ-16. Dados
nao apresentados como média £+ EPM, pois representa um Gnico experimento em triplicata.

Nas mesmas condi¢cdes, mas com um tempo de tratamento de 12 horas,
constatou-se uma aumento na expressao de mRNA de TGF-B com TNF, 10 ng/mL,
associado com rosiglitazona em torno de 11,7% (x 23,4%), enquanto, no grupo do
GQ-16, houve uma reducédo de 21,67% (+ 38%). Os resultados ndo apresentaram

relevancia estatistica (vide Figura 15).
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Figura 15 — Expresséo relativa de mRNA de TGF-$ 12 horas apds tratamento com rosiglitazona, GQ-
16 e TNF-a. Células mesangiais humanas imortalizadas foram semeadas em placa de 100 mm com
meio DMEM. Ao atingir 100% de confluéncia, o meio foi trocado e acrescentado TNF-a (10 ng/mL),
mais rosi ou GQ-16 na concentracdo de 10° M. Apés doze horas, o RNA total dos grupos
experimentais foi obtido e a expressdo de mRNA de TGF-B analisada por RT-PCR. Dados
apresentados como média + EPM, consistindo de trés experimentos independentes proferidos em
triplicata.
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5 DISCUSSAO

As glomerulopatias sdo frequentemente encontradas na pratica clinica e
compreendem uma importante causa de doenca renal em estagio final em todo o
mundo [85]. De acordo com o United Sates Renal Data System — USRDS, os gastos
com pacientes em ESRD em 2009 aumentaram 3,1%, atingindo a cifra de US$ 29
bilhdes ao ano [86]. Neste grupo, somente a nefropatia diabética representa 40%
dos casos de ESDR, com um custo bastante elevado ao sistema de saude

americano [10].

7z

A fisiopatologia da nefropatia diabética é complexa e multifatorial. A alta
concentracdo de glicose plasmética gera os Advanced Glycation End Products —
AGE, ativando diversas vias, entre elas o Sistema Renina Angiotensina — SRA. Este
desempenha importante papel na progressao da nefropatia diabética, visto que o
seu bloqueio por Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina — IECA ou
bloqueadores do receptor de angiotensina Il tipo | — BRA foi capaz de prevenir a
progressao da nefropatia em estudos com modelos experimentais e ensaios clinicos
[87-88].

Nossos primeiros resultados utilizando células mesangiais humanas
imortalizadas confirmaram resultados anteriores do nosso laboratério de que
agonistas de PPARy como a pioglitazona, reprimem a proliferacdo das células
mesangiais estimulada por TNF-a. Além disso, o GQ-16 foi capaz de reprimir a
proliferacdo mesangial de uma forma muito semelhante a pioglitazona e
rosiglitazona e, o padrédo de repressdo apresentado, foi de curva dose-resposta,
tendo o maior efeito ocorrido na concentracdo de 5 x 10° M, conforme visto na
Figura 8. Doses maiores nédo foram utilizadas porque levaram a formagédo de
precipitados. Esses achados demonstram claramente que o GQ-16 apresenta um

efeito farmacoldgico similar as outras TZDs, apesar de ser um agonista parcial.

O envolvimento do TNF-a nas patologias glomerulares também foi verificado
guando se constatou que modelos animais de glomerulonefrite apresentam niveis
aumentados dessa citocina no glomérulo [89]. Outro estudo mostrou que o pico de
producdo glomerular de TNF-a neste mesmo modelo coincide com o pico de

inflamacéo e injuria local [90]. Outra evidéncia que refor¢ca o envolvimento do TNF-a
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na promoc¢ao de glomerulopatias, é o fato da administracdo do receptor solavel do
TNF-a, proteina que ird sequestrar citocinas circulantes, prevenir a glomerulonefrite
em modelos murinos [91]. Nossos resultados de repressdo de proliferacao
promovidos pelo GQ-16 frente ao estimulo com TNF-a se assemelham ao
observado por Menezes et al.,, que observou que a pioglitazona era capaz de
reprimir a proliferacdo de células mesangiais estimuladas por TNF-a [84].
Interessante observar que o0 GQ-16 apesar de ser um agonista parcial em elementos
responsivos positivos, em concentracbes maiores apresentou uma resposta
transrepressora tdo eficaz quanto a rosigliazona [82]. Esses resultados demonstram
claramente que o GQ-16 pode ser classificado como um modulador seletivo de
PPARy. Um ligante pode ser classificado como modulador seletivo quando for capaz
de elicitar diferentes agdes de PPAR em variados tecidos, podendo desempenhar
atividade ora de agonista parcial, ora de total.

Com o objetivo de investigarmos se o efeito transrepressor do GQ-16 poderia
se extender a outros marcadores moleculares de inflamacdo e fibrose, nés
examinamos o efeito do GQ-16 sobre a expressdo de mRNA do TGFB de células
mesangiais tratadas ou ndo com TNF-a. Como foi descrito anteriormente, nosSsos
resultados demonstraram que na auséncia de TNF-q, tanto a rosiglitazona quanto
GQ-16 ndo modificaram a expressdao de mRNA de TGF-B, apesar de ter ocorrido
uma discreta diminuicdo com a adicdo de GQ-16, conforme Figuras 12 e 13. Quando
administramos TNF-a, observamos que tanto o tratamento com rosiglitazona quanto
GQ-16 levaram a uma diminuicdo na expressdo do mRNA de TGF-§ (vide Figuras
14 e 15), apesar desses valores ndo terem alcancados significAncia estatistica,
provavelmente por termos ainda um n muito reduzido. Novos ensaios Sao

necessarios para obtermos um resultado mais significativo.

Um subgrupo funcional Unico de macréfagos, denominados de M2 ou
macrofagos alternativamente ativados, tém sido implicados na patogénese da
fibrose [92]. De fato, farmacos que modulem o estado de ativacdo desta populacdo
de macrofagos poderiam emergir como estratégia terapéutica no combate a fibrose,
visto que a ativacdo das referidas células amenizam a sua progressao [26]. Em
macréfagos inflamados, ha uma maior sintese de PPARy e PPARaq, e evidenciou-se
gue seus agonistas foram capazes de inibir o desenvolvimento de fibrose, por induzir

a diferenciacdo de macrofafos M2 e reduzir a producdo de citocinas pro-
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inflamatdrias [33]. Os ligantes de PPAR também inibem diretamente a ativacdo de
fibroblastos induzida por TGF-B [93]. Diversos estudos comprovaram que 0S
agonistas de PPAR apresentam eficacia na prevencdo da fibrose, em modelos
experimentais de fibrose cardiaca induzida por HAS, fibrose hepatica por ligadura do
duto biliar, fibrose pulmonar induzida por bleomicina e fibrose renal induzida por
obstrucéo ureteral unilateral [94-96].

A proliferacdo de células mesangiais, juntamente com o aumento da
biosintese da matriz extracelular e diminuicdo de sua degradacdo, séao
caracteristicos da maioria das doencas renais em estagios iniciais, entre elas, a
nefropatia diabética [97]. Concomitantemente, fatores de crescimento e citocinas,
tais como TNF-a e TGF-B sdo conhecidos agentes etiolégicos implicados com a
progressdo da nefropatia diabética e outras glomerulopatias [98]. O TNF-a induz
injuria em células mesangiais por estimular sua proliferacdo e acimulo de matriz
mesangial [99]. Por sua vez, o TGF-B é implicado como um dos fatores de
crescimento mais importantes neste processo, conduzindo a fibrose e ESRD [100].
Nossos achados sugerem que o GQ-16 podera apresentar um efeito positivo no

tratamento das glomeropatias, diabética ou ndo.

Atualmente, sabe-se que o TNF-a € um dos fatores etiopatogénicos da
resisténcia insulinica em pacientes obesos e com DM tipo Il [9]. As glitazonas, como
sensibilizadores de insulina, mostraram-se eficientes em diminuir os niveis
sanguineos de glicose e insulina, fortes indutores da sintese de TGF-3 pelas células
mesangiais e, consequentemente, proveram um efeito anti-fibrético [101].
Entretanto, independentemente dos niveis da glicemia e da insulinemia, alguns
estudos demonstraram que diversas TZDs como, por exemplo, ciglitazona,
troglitazona e rosiglitazona foram capazes de reduzir a expressdo de TGF-8 e a
proliferacdo de células mesangiais [57, 102]. Outras acdes propostas como
renoprotetoras implicam que os agonistas de PPARy poderiam interferir com as
propriedades mecéanicas glomerulares, ao reverter a disfuncdo contratil do

mesangio, evocada pela hiperglicemia [103].
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Em estudos conduzidos no laboratério de farmacologia molecular da Universidade
de Brasilia, Menezes et al, observaram que a pioglitazona reduz a proliferacdo de
células mesangiais estimuladas por TNF-a e reprime a transcricdo do promotor do
TNF-a [84]. Desta forma, decidimos investigar primeiramente se o GQ-16 era capaz
de exercer um efeito semelhante ao da pioglitazona, sobre a proliferacdo de células
mesangiais. Dessa forma, em células mesangiais, GQ-16 apresentou um efeito anti-

inflamatorio similar a pioglitazona, conforme evidenciado na Figura 9.

No intuito de avaliar a acdo do GQ-16 sobre o promotor do TNF-a, realizou-se
ensaios de gene reporter, com a luciferase sobre o controle do promotor do TNF-q,
comparando-se com a rosiglitazona. Nao ha relatos na literatura sobre a influéncia
do GQ-16 sobre o promotor do TNF-a, estando relatada a influéncia da pioglitazona,
qgue reprime a transcricdo do promotor do TNF-a, sobretudo entre 125 e 82bp [84].
Os resultados proferidos por Amato e col indicam que o GQ-16, assim como a
pioglitazona, também reprimiu a atividade transcricional do promotor do TNF-a e, em
um padrdo de curva dose-resposta. O ICso apresentado foi de 91,98 nM, 26 vezes

maior que o valor da rosiglitazona, 3,46 nM.

Assim como descrito previamente, investigamos se o GQ-16 era capaz de
reduzir a expressdo de TGF-f nas células mesangiais. Nossos resultados
mostraram uma tendéncia a reducdo na expressao relativa de TGF-$ na presenga e
auséncia de TNF-a. Entretanto, os dados nao apresentaram relevancia estatistica. E
bem definido na literatura que os agonista de PPARy sao capazes de reduzir a
expressao génica de TGF-B, sendo utilizados, inclusive, em modelos experimentais
de fibrose. Outrossim, ndo ha relatos na literatura acerca da influéncia do GQ-16
sobre a expressao de TGF-B. Nem mesmo a rosiglitazona, utilizada como controle
positivo, apresentou resultados satisfatorios. Entretanto, nossos resultados tiveram
um nuamero pequeno de experimentos, que comprometeram a analise estatistica.
N&o se pode tirar nenhuma conclusdo, fazendo-se mister a realizacdo de mais

experimentos.

A soma dos nossos resultados demonstra que GQ-16 € um modulador
seletivo de PPARYy, pois quando comparado a rosiglitazona em ensaios de gene
reporter, ativa somente 30% da ativacao induzida pela Rosi. Contudo, GQ-16 induz
uma repressado de TNF-a e TGF-B similar a rosiglitazona. A chamada modulagéo
seletiva de PPARy provavelmente reside na capacidade deste receptor nuclear em
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se ligar de forma distinta ao LBD e recrutar diferentes cofatores, o que deflagra
padroes de expresséo génicos diferenciados [104]. Esta propriedade pode gerar a
descoberta de novos compostos e, inclusive, explica algumas diferencas de acéo
verificadas entre rosiglitazona e pioglitazona [29], em que estudos de microarranjo
mostraram sobreposicdo na expressdo somente de um grupo de genes, enquanto
existem expressoes variadas em outros [80]. Essas diferencas podem ser explicadas
pela conformacéo estrutural final que o receptor ligado apresentara. Contudo, cabe
observar que apesar de ocorrer mudancas conformacionais, algumas propriedades
do receptor devem ser mantidas. Nesse sentido, o PPARYy, por exemplo, para ser um
sensibilizador da insulina, necessita manter, mesmo que parcialmente, o fechamento
da hélice 12 e a estabilizacédo da Cdk5. A luz das proposicdes expostas por Choi et
al, os efeitos de sensibilizacdo a insulina ndo estao relacionadas totalmente a
classica atividade agonista dos ligantes de PPARy, mas a um segundo efeito, a
inibicdo da fosforilacdo da serina 273, pela Cdk5 [81]. Nesse estudo, Choi e col
demonstraram que essa fosforilacdo acontece pela acdo da Cdk5, uma enzima
ativada por citocinas pro-inflamatérias que estdo elevadas no tecido adiposo de
individuos obesos, e em resposta ao consumo de dieta hiperlipidica. Foi verificado
gue em camundongos expostos a essa dieta, a Cdk5 era ativada, e a fosforilagao
resultante naquele residuo de serina alterava a atividade transcricional do PPARYy,
originando uma disfuncdo na expressdo de um vasto niumero de genes, sobretudo

agueles relacionados a obesidade.

Recentemente, foi descrito um composto com propriedades de antagonista de
PPARy, mas que era capaz de inibir a fosforilacdo da serina 273. Os resultados
demonstraram que este ligante diminuiu a fosforilacdo em doses crescentes, mas
ndo apresentou mudancgas consideraveis nos niveis glicémicos, sem exibir o efeito
de sensibilidade a insulina. [105]. Tais resultados sugerem que certa atividade
agonista relacionada a estabilizacdo da H12 é importante em um composto que
pretende ser utilizado para o tratamento do DM por apresentar efeito anti-
inflamatério e anti-hiperglicemiante. Tais propriedades foram vislumbradas
recentemente por Amato e col em modelos animais tratados com GQ-16, ao verificar
reducdo dos niveis glicémicos comparavel a rosiglitazona. Ademais, ndo foram
contemplados ganho ponderal e retengdo hidrica, efeitos classicamente descritos

com outras TZDs.
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Desta forma, o GQ-16, assim como rosiglitazona e pioglitazona, é capaz de
inibir a fosforilagdo da serina 273 na regido LBD do PPARYy. Entretanto, a sua
habilidade em ativar a regido AF-2 é diferente das outras TZDs, estando relacionado
ao seu modo de acoplamento ao LBD, aparentemente Unico, com uma ativacao
cldssica minima, o que Ihe rende um padréo de sensibilidade & insulina, com menor
potencial de efeitos adversos. Entretanto, em detrimento destas novas descobertas,
muitos questionam a utilidade de se desenvolver novos ligantes de PPARYy, visto a
presenca de outros farmacos anti-hiperglicemiantes e aos efeitos adversos. Todavia,
a possibilidade de se separar efeitos terapéuticos de adversos, aliado a escassez de
TZDs disponiveis atualmente no mercado e a capacidade de regular multiplos genes
de forma diferente em varios tecidos, impulsionam as pesquisas para a busca de
novos ligantes e, que a utilizacdo desses farmacos possa ser extrapolada a outras

patologias, além de DM.
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6 SUMARIO E CONCLUSAO

6.1SUMARIO

1) GQ-16 reduz a proliferacdo mesangial de maneira dose dependente,
atingindo valores semelhantes a rosiglitazona e pioglitazona, sob estimulo de
TNF-a.

2) GQ-16 reprime a ativacao transcricional do promotor do TNF-a.

3) Em células mesangiais humanas imortalizadas tratadas com GQ-16:
e Ocorreu diminuicdo da expressdo de mRNA de TGF-f semelhante a
rosiglitazona na presenca de TNF-a ;

e Ocorreu diminuicdo da expressdo de mMRNA de TGF-f semelhante a
rosiglitazona na auséncia de TNF-a.

6.2 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o GQ-16 € um modulador seletivo de PPARy
e apresenta um efeito antiproliferativo, anti-inflamatério e, possivelmente,

antifibrético semelhante a rosiglitazona.
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