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RESUMO

Nas ultimas décadas, a prevaléncia de distirbios do metabolismo, tais como obesidade,
sindrome metabdlica e diabete melito, tem aumentando drasticamente, se tornando
uma epidemia global. Dessa forma, novas estratégias terapéuticas para a contencao do
avanco dessas patologias terdo grande impacto na salude publica. Os receptores dos
proliferadores peroxissomais (PPARs) tém sido utilizados como alvos farmacoldgicos
para o tratamento das alteragfes fisiologicas supracitadas. PPARs sdo membros da
superfamilia de receptores nucleares, os quais séo fatores de transcricdo que se ligam
ao DNA nas regides regulatdrias dos genes alvos. Os trés isotipos de receptores dos
proliferadores peroxissomais, PPARa, PPARB/® e PPARy, atuam como sensores
capazes de adaptar a expressdo génica para integrar os sinais lipidicos com genes
envolvidos na regulacdo do metabolismo energético, adipogénese, sensibilidade a
insulina e resposta imune. Plantas com propriedades antidiabéticas vém sendo
rotineiramente utilizadas para realizacdo de screeening de novas substancias
moduladoras da atividade dos PPARs. No Brasil, diversas espécies vegetais séo
empregadas na medicina tradicional por pacientes diabéticos para reduzir os niveis de
glicose sanguinea, dentre elas a Tabebuia heptaphylla (Vell) Toledo (conhecida
popularmente como “ipé-roxo”). No presente estudo, nds utilizamos ensaios de gene
repOrter para investigar se extratos da entrecasca de Tabebuia heptaphylla séo
capazes de promover a ativacdo transcricional mediada pelos PPARs. O extrato
hexanico, mas ndo o aquoso e etandlico, ativou significativamente a transcricdo
mediada pelo PPARa, PPAR B/d e PPARY. Esses resultados sugerem que a entrecasca
da Tabebuia heptaphylla possui compostos com alta atividade agonista sobre PPARQ,

PPARPB/® e PPARY, o0 que pode explicar seu uso popular como hipoglicemiante.

Palavras-chave: Receptores dos proliferadores peroxissomais PPARa, PPAR B/d e

PPARYy; Tabebuia heptaphylla; sindrome metabdlica; obesidade; dislipidemia; diabete.



ABSTRACT

Over recent decades, the prevalence of metabolism disorders such as metabolic
syndrome, obesity and diabetes have, increased drastically, becoming a global
epidemic. Therefore, new effective therapies to avoid the advance these diseases will
have a great impact in the public health. Peroxisome proliferators-activated receptors
(PPARS) have used as a pharmacological target for the treatment of above physiological
changes. PPARs are members of the nuclear receptor superfamily of transcription
factors that bind to DNA in the regulatory regions of target genes. The three isotypes,
PPARa, PPAR B/d and PPARYy act like metabolic sensors capable of adapting gene
expression to integrate lipid signals with genes involved in regulation of lipid metabolism,
adipogenesis, insulin sensitivity and immune response. Plants with anti-diabetic
proprieties have been routinely used to screening of news modulators for PPARs
activity. In Brazil, many plants have been used in folk medicine by diabetic patients to
reduce the glucose levels such as Tabebuia heptaphylla (Vell) Toledo (popular known
as “ipé-roxo”). In the current study, using reporter gene assay in U937 cells, we
investigated whether extracts from the bark of Tabebuia heptaphylla are capable to
activate the transcription mediated by PPAR receptor. Our results showed that the
hexanic extract, but not aqueous and ethanolic extracts, significantly activated the
transcription mediated by PPARa, PPAR [3/6 and PPARYy. These findings suggest that
Tabebuia heptaphylla may have some compounds with high agonistic activity on

PPARa, PPAR B/d and PPARYy, which may explain its use traditional as hypoglycemiant.

Keywords: Peroxisome proliferators-activated receptors PPARa, PPAR (/5 and
PPARy; Tabebuia heptaphylla; metabolic syndrome; obesity; diabetes mellitus,
dyslipidemia.



FIGURA 1
FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA S
FIGURA 6
FIGURA 7
FIGURA 8

FIGURA 9

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

LISTA DE ILUSTRACOES

CLASSES DE RECEPTORES NUCLEARES.

ORGANIZACAO ESTRUTURAL DOS DOMINIOS
FUNCIONAIS DOS PPARS.

COMPARACAO DA IDENTIDADE DE AMINOACIDOS DO
DOMINIO DE LIGACAO AO DNA (DBD) E O DOMINIO DE
LIGACAO AO LIGANTE (LBD) DOS SUBTIPOS DE PPARS
EM HUMANOS.

COMPARACAO DA ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA
DEFINIDA POR RAIO-X DO LBD DOS PPARS.

ATIVIDADE TRANSCRICIONAL DOS PPARS.

LIGANTES SINTETICOS DE PPARa.

LIGANTES SINTETICOS DE PPARY.

TRANSPORTE DE ACIDOS GRAXOS DO SANGUE ATE O
PROCESSO DE B-OXIDACAO.

AS TRES MAIORES VIAS PELAS QUAIS O HDL PODE
MEDIAR O EFLUXO DE COLESTEROL A PARTIR DOS
MACROFAGOS CARREGADOS DE COLESTEROL.
ESTRUTURA DE MOLECULAS ISOLADAS A PARTIR DE
EXTRATOS DE CASCA DE TABEBUIA HEPTAPHYLLA
(VELL) TOLEDO.

FOTOS DE DOIS EXEMPLARES DA ESPECIE TABEBUIA
HEPTAPHYLLA (VELL.) TOLEDO LOCALIZADOS NO PATIO
DA FACULDADE DE CIENCIAS DE SAUDE DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA.

HIPOTESES DE ATUACAO DOS POSSIVEIS LIGANTES DOS
RECEPTORES PPARS PRESENTES NA CASCA DE
TABEBUIA HEPTAPHYLLA.

28
31

32

33

34
37
41
47

31

61-64

65

93



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

LISTA DE TABELAS

CRITERIO PARA DIAGNOSTICO DA SINDROME 16
METABOLICA HUMANA.

IMPORTANTES ADIPOCINAS SECRETADAS PELO TECIDO 21
ADIPOSO BRANCO.

MODULADORES DA ATIVIDADE DOS PPARS 56
IDENTIFICADOS A PARTIR DE ESPECIES VEGETAIS.



GRAFICO 1

GRAFICO 2

GRAFICO 3

GRAFICO 4

GRAFICO 5

GRAFICO 6

GRAFICO 7

GRAFICO 8

GRAFICO 9

LISTA DE GRAFICOS

CURVAS DOSE-RESPOSTA DE BEZAFIBRATO EM PPARS a
E B/5 E DE ROSIGLITAZONA EM PPARYy.

ACAO DOS EXTRATOS AQUOSO E ETANOLICO DE
TABEBUIA HEPTAPHYLLA SOBRE A  ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL MEDIADA PELOS RECEPTORES
PPARS.

ACAO DO EXTRATO HEXANICO DE TABEBUIA
HEPTAPHYLLA SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL
MEDIADA PELO RECEPTOR PPARG.

ACAO DO EXTRATO HEXANICO DE TABEBUIA
HEPTAPHYLLA SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL
MEDIADA PELO RECEPTOR PPARp/3.

ACAO DO EXTRATO HEXANICO DE TABEBUIA
HEPTAPHYLLA SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL
MEDIADA PELO RECEPTOR PPARY.

ATIVIDADE DO EXTRATO HEXANICO DE TABEBUIA
HEPTAPHYLLA NA PRESENCA E AUSENCIA DOS
RECEPTORES PPARS.

ACAO DO EXTRATO HEXANICO DE TABEBUIA
HEPTAPHYLLA SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL
MEDIADA PELO RECEPTOR RXRa.

AVALIACAO DE TOXICIDADE CELULAR DO EXTRATO
HEXANICO DE TABEBUIA HEPTAPHYLLA EM CELULAS
U937.

EFEITO DO EXTRATO HEXANICO DE TABEBUIA
HEPTAPHYLLA SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL
MEDIADA POR DIFERENTES RECEPTORES NUCLEARES.

72-73

74-75

77

78

79

80

81

83

85



GRAFICO ACAO DO SITOSTEROL/ESTIGMASTEROL E LAPACHOL 86-87
10 SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL MEDIADA PELOS
RECEPTORES PPARS.



ABCAl
ABCG1
Acetil-CoA
ACS
AdipoR1
AdipoR2
AF-1
AF-2
AP-1
aP2
Apo-Al
Apo-All
Apo-B
AR

ASP
ATP

Bez
C/EBP
CAR
CMV
CoA
CPT-1
CRP
DBD
DMEN
DMT2
DR-1
EPA

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Transportadores cassete ligados ao ATPAL
Transportadores cassete ligados ao ATPG1
Acetil Coenzima A

Acil-CoA-sintetase

Receptores de adiponectina 1

Receptores de adiponectina 2

Funcéao de ativacao 1

Funcéo de ativacao 2

Proteina de ativacao 1

Proteina ligadora de lipidios
Apolipoproteina Al

Apolipoproteina All

Apolipoproteina B

Receptor de androgénios

Proteina estimulante de acilacdo
Adenosina-trifosfato

Bezafibrato

Proteinas de ligacdo ao amplificador CCAAT - CCAAT
Receptor constitutivo de androstano
Citomegalovirus

Coenzima A

Carnitina-palmitoil transferase |

Proteina C-reativa

Dominio de ligacdo ao DNA

Meio Dulbecco modificado por Eagle
Diabete melito tipo2

Repeticdo direta-1

Acido 5,8,11,14,17-eicosapentandico

10



ER
ERE
FABP
FAT
FATP
FXR
GLUT-4
GR
HAT
HDAC
HDL
His
IDL
IKK
IL-6
IMC
INOS
IRS
JNK
LBD
LCAT
LHS
LNO>
LPL
Luc
LXR
MAPK
MCP-1
MMP-9
NCoR

11

Receptor de estrogénio

Elemento responsivo ao receptor de estrogénio
Proteina de ligacdo de acidos graxos
Translocase de acidos graxos

Proteina de transporte de acidos graxos
Receptor X farnesdide

Transportador de glicose-4

Receptor de glicocorticéides

Histona acetil transferase

Histonas desacetilases

Lipoproteina de densidade alta

Histidina

Lipoproteina de densidade intermediaria
Inibidor do fator nuclear kB quinase
Interleucina 6

indice de massa corporal

Oxido nitrico sintetase induzida
Substrato para o receptor de insulina
Serina/treonina quinases c-Jun N-terminal quinase
Dominio de ligacdo ao ligante
Lecitina/colesterol aciltransferase
Lipase sensivel a hormdnio

Acido nitrolinoléico

Lipoproteina-lipase

Luciferase

Receptor hepético X

Proteina quinase ativada por mitbgenos
Proteina quimiotaxica para mondcitos-1
Matriz metaloproteinase-9

Correpressor nuclear



NF-B
NPY
NR
OMS
PAI
PBP
PBS
PEPCK
PGA1
PGA2
PPAR
PPRE
PS
PXR
RAR
RCQ
RI
RXR
SM
SMRT
SR-B1
SRC-1
SREBP-1c

TAB
TAM
TAS
TAV
TEA
TG

Fator nuclear kB

Neuropeptideo Y

Receptor nuclear

Organizacdo Mundial de Saude

Inibidor do ativador de plasminogénio
Proteina de ligacdo ao PPAR

Solucao salina tamponada com fosfato
Fosfoenolpiruvato carboxiquinase
Prostaglandina A1

Prostaglandina A2

Receptor dos proliferadores peroxissomais
Elemento responsivo ao PPAR

Presséo sanguinea

Receptor X do pregnano

Receptor do acido retindico

Relacéo entre cintura e quadril
Resisténcia a insulina

Receptor do acido retindico

Sindrome metabdlica

Mediador do silenciamento de RAR e TR
Receptor scavenger B1

Co-ativador do receptor esteréide-1
Proteina 1c ligadora do elemento regulado
esterois

Tecido adiposo branco

Tecido adiposo marrom

Tecido adiposo sub-cutaneo

Tecido adiposo visceral

Taxa de excrecao de albumina

Triacilglicerol

por

12



TGFB
TGP
THA
THC
THE
THH
Tir
TNFa
TR
TRAP
TRE
Trog
TZD
UCP
VDR
VLDL

13

Fator de crescimento transformante 3
Tolerancia a glicose prejudicada

Extrato aquoso de Tabebuia heptaphylla
Tetrahidrocanabinol

Extrato etanolico de Tabebuia heptaphylla
Extrato hexanico de Tabebuia heptaphylla
Tirosina

Fator de necrose tumoral a
Receptor do hormonio tireoideano
Proteinas associadas ao TR

Elemento responsivo ao horménio tireoideano
Troglitazona

Tiazolidinedionas

Proteina desacopladora

Receptor da vitamina D3

Lipoproteina de densidade muito baixa



11
111
1.1.2
1.2
121
1.2.2
1.2.3
1.2.3.1

1.2.4
1.2.5
1.2.6
1.2.7
1.2.7.1
1.2.7.2
1.2.7.3
1.2.7.4
1.2.8
1.2.8.1

1.2.8.2
1.3

2.1
2.2

3.1

SUMARIO

INTRODUCAO

REVISAO DA LITERATURA

Sindrome Metabdlica

Tecido Adiposo

Tecido Adiposo Disfuncional

Os Receptores dos Proliferadores Peroxissomais - PPARs
Receptores Orfaos Adotados e PPARs

Estrutura dos PPARs

Mecanismo de A¢édo dos PPARs

Mecanismo Classico de Acdo dos PPARs: Regulacédo
Transcricional por Heterodimerizagdo com RXR

PPARa

PPARP/S

PPARyY

Acdes Biolégicas dos PPARs

Oxidac&o de Acidos Graxos

Metabolismo de Lipoproteinas e Aterogénese
Adipogénese

Sensibilizacao a Insulina

Interesse Clinico por Ligantes de Receptores Nucleares

Ligantes Sintéticos de PPAR com Atividade Duplo-Agonista e Pan-
agonista
Ligantes para PPAR de Origem Natural

Tabebuia heptaphylla (Vell) Toledo
OBJETIVOS

Objetivo Geral

Objetivos Especificos

MATERIAIS E METODOS

Preparo dos Extratos

16
18
18
19
22
28
28
31
34

36
38
39
42
42
45
48
49
51
54

55
59
67
67
67
68
68

14



3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

Reagentes e Plasmideos

Cultura de Células

Ensaio de Gene Reporter por Meio de Transfec¢do Transiente
Ensaio de Toxicidade Celular (Azul de Trypan)

Andlise Estatistica

RESULTADOS

Determinacao dos Controles Positivos para os Ensaios de Gene-
reporter

Efeito dos Extratos Aquoso e Etandlico de Tabebuia heptaphylla
sobre a Atividade Transcricional Mediada pelos Receptores
PPARa, PPAR B/d e PPARY

O Extrato Hexanico de Tabebuia heptaphylla Aumenta a
Transcricdo do Gene Reporter

O Extrato Hexanico de Tabebuia heptaphylla Interage Diretamente
com os Receptores PPARa, PPAR[B/d e PPARYy para Promover a
Ativacao Transcricional do Gene Repoérter

Avaliacdo de Viabilidade do Extrato Hexanico de Tabebuia
heptaphylla sobre as Células U937

Avaliacdo do Efeito do Extrato Hexanico de Tabebuia heptaphylla
sobre a Atividade Transcricional Mediada por Outros Receptores
Nucleares (ERa, ER[, GR, PXR, TRa, TR e CMV)

Avaliacdo do efeito de Substancias Presentes na Casca de
Tabebuia heptaphylla sobre a Atividade Transcricional dos
Receptores PPARa, PPARB/d e PPARyY

DISCUSSAO

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

68
69

70

71

72

72

74

76

80

82

84

86

88
95
97

15



16

INTRODUCAO

A incidéncia de desordens metabdlicas, tais como obesidade, resisténcia a
insulina, diabete tipo 2 e dislipidemia, tem crescido dramaticamente nas ultimas
décadas, com consequente incremento de complicacdes cardiovasculares (GURI;
HONTECILLAS; BASSAGANYA-RIERA, 2006). Em funcéo disso, pesquisas visando o
desenvolvimento de novos medicamentos sao consideradas essenciais a contencdo do
avanco destes disturbios fisioldgicos, agrupados coletivamente sob o termo “sindrome
metabdlica”.

Medicamentos ligantes de receptores dos proliferadores peroxissomais (PPARS),
tais como os fibratos e tiazolidinedionas (TZDs), sdo amplamente utilizados no
tratamento de dislipidemia e diabete, respectivamente. Além dos beneficios clinicos
efetivamente estabelecidos para estas patologias, varios estudos relatam a utilizacdo
de ligantes de PPARs na sindrome metabdlica (SM). Os ativadores de PPAR, por atuar
na regulacdo de vias metabdlicas envolvidas na SM, tém emergido com grande
potencial de atuacdo no tratamento de pacientes com essa complexa rede de
alteracOes fisioldgicas. Varias evidéncias sugerem que a ativacdo de PPAR também
pode conter a evolugdo de processos inflamatérios e aterosclerose (FIEVET;
FRUCHART,; STAELS, 2006; KASUGA et al., 2006; GURNELL, 2007).

A habilidade de cada subtipo de PPAR em regular vias metabdlicas distintas tem
incitado pesquisas no sentido de investigar efeitos complementares e combinados de
ligantes duplo-agonistas e pan-agonistas destes receptores. A combinacao de
agonistas objetiva ativar cada subtipo de receptor PPAR com intuito de promover a
maxima eficacia na expressdo de genes-alvo associados com vias farmacoldgicas
especificas, com minimizacdo de efeitos toxicos (SHEARER; BILLIN, 2007). Nos
tltimos anos, em torno de 29 substancias duplo-agonistas e pan-agonistas entraram em
avaliacGes pré-clinicas e clinicas, sendo que 10 destes estudos foram interrompidos
devido a efeitos indesejados, tais como céancer urotelial, ganho de peso, edema,
hepatotoxicidade e eventos cardiovasculares (BALAKUMAR et al., 2007). Os fibratos e
as TZDs, assim como outros ligantes sintéticos em desenvolvimento, tém igualmente

apresentado efeitos adversos importantes, incluindo complicagdes cardiovasculares.



17

Em conjunto, o avanco no conhecimento dos efeitos benéficos e das acdes
toxicas dos agonistas de PPARs em estudo reafirma a relevancia clinica desses
receptores, além de contribuir para o interesse em pesquisas com foco em novos
ligantes com propriedades mais seletivas e menos toxicas, tanto de origem sintética
guanto natural (BROWN; PLUTZKY, 2007).
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CAPITULO | - REVISAO DA LITERATURA
1.1 SINDROME METABOLICA

O conjunto das complicacdes decorrentes da obesidade tem sido agrupado sob o
termo Sindrome Metabdlica (SM). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude’,
a presenca de pelo menos um dos trés maiores parametros clinicos seguintes
caracteriza a SM, diabetes tipo 2, tolerdncia a glicose prejudicada ou resisténcia a
insulina, acrescido de pelo menos dois dos parametros menores, 0s quais incluem
hipertensdo, obesidade, dislipidemia e microalbumindria (FIEVET; FRUCHART;
STAELS, 2006; KASUGA et al., 2006; GURNELL, 2007) (Tabela 1).

DMT2 ou Dislipidemia Hipertenséo Obesidade Microalbuminuria
TGP ou TG > 1.7 mmol/L PS = 140/90 IMC = 30 TEA > 20mcg/min
RI elou mHg + kg/m? ou
Associado a HDL < 0.9 medicacao RCQ>0.9
dois ou mais mmol/L (H) (H)
dos fatores HDL < 1.0 mmol RCQ >0.85
seguintes: (M) (M)

TABELA 1. CRITERIO PARA DIAGNOSTICO DE SINDROME METABOLICA HUMANA. WHO:
Organizacdo Mundial da Saude; DMT2: diabete melito tipo 2; TGP: tolerancia prejudicada a glicose; RI:
resisténcia a insulina; TG: triacilgliceréis; HDL: lipoproteina de densidade alta; PS: pressdo saguinea;
IMC: indice de massa corporal; RCQ: relacdo entre cintura e quadril; TEA: taxa de excre¢éo de albumina;
H: homem; M: mulher (Fonte: GURNELL, 2007).

Tem sido proposto que, de forma integrada, a obesidade visceral, a esteatose
hepética e a resisténcia a insulina componham um mecanismo unificado que gera um
estado pro-trombdético e pré-inflamatoério. Assim, os pacientes com sindrome metabdlica

apresentam maior risco de complicagbes na macro e micro-vasculatura (doencas

! Nao ha consenso sobre a definicdo do termo “sindrome metabdlica”. As definicdes concebidas por
diferentes instituicdes consideram critérios diferentes para estabelecer o diagnéstico de SM (GURNELL,
2007).
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cardiacas, enfarto, faléncia renal, cegueira e amputacdo de extremidades inferiores) e
progressdo de DMT2. Consequentemente, sdo necessarios beneficios em todos os
parametros metabolicos para diminuir o risco de doencga arterial coronéria, condicao
essa que representa a causa primaria de morte entre pacientes com DMT2 e sindrome
metabdlica (FIEVET; FRUCHART; STAELS, 2006; KASUGA et al., 2006; GURNELL,
2007).

As complicacbes da obesidade se originam na capacidade limitada de
armazenamento de gordura nos adipocitos, que, apos atingir o estado de saturacao,
liberam o excesso de lipidios na corrente sanguinea, que podera ser depositado em
outros tecidos, tais como figado, musculo esquelético, pancreas, coracdo e vasos
sanguineos (GURI; HONTECILLAS; BASSAGANYA-RIERA, 2006). Mais ainda, a
hipertrofia dos adipdcitos desencadeia uma série de eventos que desequilibram o
metabolismo energético de um modo geral, os quais estdo inter-relacionados com o
desenvolvimento de diversas alteragfes metabolicas ligadas a sensibilidade a insulina e
dislipidemia (STIENSTRA et al., 2007).

1.1.1 Tecido adiposo

O tecido adiposo é o0 maior reservatério energético do organismo. Ele é
composto por adipécitos, por uma matriz de tecido conjuntivo (fibras colagenas e
reticulares), tecido nervoso, células do estroma vascular, nodulos linfaticos, células
imunes (leucécitos e macréfagos), fibroblastos e pré-adipdcitos (células adiposas
indiferenciadas). Os adipécitos s@o células especializadas no armazenamento de
lipidios na forma de triacilgliceréis (moléculas compostas por acidos graxos e glicerol), e
dispbem do conjunto de enzimas e proteinas responsaveis pela sintese,
armazenamento e mobilizacdo de acidos graxos, em resposta a altera¢cdes na demanda
fisiologica. Esses processos sdo altamente regulados por fatores genéticos,
nutricionais, hormonais e paracrinos (AHIMA; FLIER, 2000).

Em mamiferos estdo presentes dois tipos de tecido adiposo: tecido adiposo
marrom (TAM) e tecido adiposo branco (TAB). O TAM esta presente durante o
desenvolvimento fetal, porém diminui a partir do nascimento durante os primeiros anos

de vida, estando praticamente ausente em humanos adultos. E um tecido que atua no



20

controle da temperatura corporal, por ser especializado na producdo de calor. Seus
adipocitos possuem grande quantidade de mitocondrias, as quais séo diferenciadas por
ndo conterem enzimas necessarias a sintese de Adenosina-trifosfato (ATP). Dessa
forma, a energia produzida pela oxidacdo de metabdlitos ndo é armazenada na forma
de ATP, mas sim dissipada como calor. O mecanismo de desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa do transporte de elétrons ocorre devido a presenca de proteinas
desacopladoras (UCP) na membrana mitocondrial interna, que atuam como canais de
prétons, aumentando a permeabilidade de H* independente da sintese de ATP, sendo a
energia gerada dissipada na forma de calor (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

O TAB é um 6rgdo heterogéneo que inclui depdsitos mdltiplos distintos, tais
como depdositos subcutaneo, intra-abdominal e intra-toracico. Além do papel importante
de reserva energética corporal, o TAB tem funcbes endocrinas recentemente
descobertas, as quais respondem pela secrecdo de varias moléculas bioativas,
chamadas de adipocinas. Estas substancias tém producéo e atuagao tanto nos proprios
adipdcitos, quanto em outros tecidos do organismo (HERMSDORFF; MONTEIRO,
2004; SANCHEZ-MUNOZ et al., 2005).

As adipocinas tém estruturas e funcgdes fisioldégicas variadas, compreendendo
proteinas que desempenham ac¢des importantes na homeostase energética global, na
sensibilidade a insulina (adiponectina, leptina, resistina, visfatina, proteina estimulante
da acilacdo), em respostas imunoldgicas (fator de necrose tumoral-a, Interleucina-6), na
regulacdo da pressdo sanguinea (angiotensinogénio) e da homeostase vascular

(Inibidor do ativador dos plasminogénio-1, fator tecidual), entre outras a¢des (Tabela 2).
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ADIPOCINAS EFEITOS BIOLOGICOS

TNFa Lipolitico, aumenta o consumo energético e

reduz a sensibilidade a insulina.

Interleucina 6 Pré-inflamatério, lipolitico, reduz a sensibilidade
a insulina.

Resistina Pré-inflamatério, aumenta a resisténcia a
insulina.

Leptina Sinaliza ao SNC sobre os estoques corporais de
energia.

Adiponectina Aumento da  sensibilidade a insulina,

antiinflamatério e atenua a progressdo da

aterosclerose.

Proteina estimulante | Estimulo da sintese de triacilgliceréis e inibicéo
de acilacédo (ASP) da lipdlise no tecido adiposo branco.

Angiotensinogénio Precursor da angiotensina Il, envolvida na

regulacéo da presséo arterial.

PAI-1 Inibe a ativacdo do plasminogénio, bloqueando a
fibrindlise.

Fator tecidual Inicia a cascata de coagulacéo.

Visfatina Insulinomimeético.

TABELA 2. IMPORTANTES ADIPOCINAS SECRETADAS PELO TECIDO ADIPOSO BRANCO
(Modificado de: FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

A funcdo endocrina e a capacidade de armazenamento de lipidios do tecido
adiposo dependem da localizacdo dos depdsitos de lipidios. De modo geral, o tecido
adiposo visceral (TAV) é mais endocrinologicamente ativo que o tecido adiposo
subcutaneo (TAS). Os depdsitos de lipidios expressam e secretam de modo distinto as
adipocinas, sendo que o tecido adiposo visceral (TAV) secreta maiores quantidades de
adipocinas pro-inflamatérias em comparacdo com os demais compartimentos de
armazenamento de gordura (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004; SHARMA; STAELS,
2007).

Os niveis de adipocinas estdo relacionados com os estados de equilibrio e

desequilibrio do tecido adiposo. Na condi¢do de aumento da massa do tecido adiposo,
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a sintese das adipocinas encontra-se desregulada, com predominio da expresséo de
proteinas proé-inflamatérias e lipoliticas, que por sua vez desencadeiam diversas
complicacdes associadas a obesidade, como por exemplo, a resisténcia a insulina. Em
decorréncia disso, a obesidade tem sido associada a inflamac&o. Em individuos obesos
foram encontrados altos niveis de marcadores proé-inflamatorios, tais como citocinas e
proteinas de fase aguda como a proteina C-reativa (CRP) (SANCHEZ-MUNOZ et al.,
2005; FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

1.1.2 Tecido adiposo disfuncional

O TAB controla o fluxo de acidos graxos pela manutencao do equilibrio entre a
liberacéo de &cidos graxos livres na circulagdo, os quais servirdo como substratos para
outros tecidos oxidativos (estado de jejum), e a remocao dos triacilglicerdis circulantes
(estado de saciedade). Compartimentos distintos do TAB respondem diferentemente
aos sinais para absorcéo e liberacdo de &acidos graxos, como, por exemplo, o TAV, que
€ o tecido adiposo mais sensivel a lipdlise por acdo de catecolaminas, e mais resistente
a sinalizacdo antilipolitica promovida pela insulina. Por outro lado, a liberacdo
espontanea (basal) de acidos graxos é mais expressiva no TAS. Isso € especialmente
relevante a entrega de &cidos graxos e fatores provenientes de outros tecidos ao
figado, visto que apenas o TAV tem acesso direto ao sistema porta (SHARMA,
STAELS, 2007).

Em situacdo de homeostase metabdlica, o equilibrio entre a remocédo e a
liberacdo de acidos graxos na circulacdo € regulado pela concentracdo de glicose no
sangue, sendo a insulina, o glucagon, epinefrina e norepinefrina os principais agentes
controladores do equilibrio metabdlico. Quando os niveis de glicose estdo altos no
sangue, ocorre a liberacdo de insulina , que promove a captacéo de glicose pelo tecido
adiposo, musculo e figado, o aumento da glicolise (degradacéo de glicose para geracao
de energia) e da sintese de glicogénio no figado e musculo, a sintese de acidos graxos
no figado e de triacilglicerois no tecido adiposo.

Em concentracdes diminuidas de aclcar no sangue ha a secre¢ao de glucagon |,

gue estimula a degradacéo de glicogénio e o aumento da gliconeogénese (sintese de
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glicose a partir de precursores ndo-glicidicos) para producéo e liberacdo de glicose pelo
figado, mobilizacdo de acidos graxos para oxidacado (producdo de energia), € aumento
da producdo de corpos cetdnicos. Nessa condicdo, a mudanca no metabolismo
energético para utilizacdo de acidos graxos como combustivel principal no musculo e
no figado tem como objetivo liberar o acucar para ser utilizado pelo cérebro. A oxidagao
de acidos graxos também rende os corpos cetdnicos, que podem ser utilizados como
fonte alternativa ao agucar pelo cérebro. Os horménios epinefrina e norepinefrina sao
liberados na corrente sanguinea em resposta ao estresse. No figado e nas células
musculares eles atuam induzindo a degradacé&o de glicogénio para liberacao de glicose
na corrente sanguinea (figado) e para produgédo de energia (musculo). Assim como o
glucagon, esses hormdnios estimulam a lipélise no tecido adiposo pela liberacdo de
acidos graxos para serem oxidados em outros tecidos, como figado e musculo.
Também inibem a secrecdo de insulina e estimulam a secrecdo de glucagon,
reforcando o efeito de mobilizacdo de combustiveis e de inibicdo do armazenamento de
combustiveis (VOET; VOET; PRATT, 2002).

Em estado de desequilibrio cronico entre o consumo de gordura e sua utilizagéo,
0 excesso € armazenado primeiramente no tecido adiposo subcutaneo, e apds sua
saturagao, no tecido adiposo visceral, aumentando assim a massa de tecido adiposo
geral em funcdo do aumento do nimero e do tamanho dos adipdcitos. O aumento
continuo no didmetro dos adipdcitos acarreta em maior mobilizacdo de acidos graxos
para geracdo de energia metabdlica. Em virtude da capacidade limitada de
armazenamento dos adipdcitos, a gordura excedente terd de ser compensatoriamente
disponibilizada para outros tecidos através da corrente sanguinea (VOET; VOET,;
PRATT, 2002; GURI; HONTECILLAS; BASSAGANYA-RIERA, 2006). Assim, outros
orgaos podem atuar como depoésitos para 0 excesso de gordura, tais como figado,
musculo esquelético, pancreas, coracdo, e vasos sanguineos, locais nos quais 0s
lipidios podem exercer efeitos téxicos (LACLAUSTRA; CORELLA; ORDOVAS, 2007).

O mecanismo de remocdo de triacilglicerois € fundamental para a protecéo
contra a lipotoxicidade gerada pelo acumulo de gordura ectopica. Quando presente no
citoplasma de outros tecidos, a metabolizacdo dos triacilgliceréis gera produtos que

ativam a enzima Oxido nitrico sintetase induzida (iNOS) , com conseqlente formacao
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de oxido nitrico e inducéo de processo apoptoético pela ativacdo do fator nuclear kB
(NF-KB)2 (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; SHARMA,; STAELS, 2007).

A faléncia funcional do tecido adiposo® em armazenar lipidios reduz a remogéo
de triacilgliceréis a partir das lipoproteinas. O nivel aumentado de triacilglicerois
sanguineos € considerado como fator de risco para doencas cardiovasculares.
Simultaneamente, a disponibilidade aumentada de acidos graxos livres estimula o
figado a condenséa-los em triacilglicerois que seréo liberados em lipoproteinas contendo
apolipoproteina B, contribuindo para o aumento nos niveis sanguineos de particulas
ricas em triacilglicer6is (GURI; HONTECILLAS; BASSAGANYA-RIERA, 2006;
LACLAUSTRA; CORELLA; ORDOVAS, 2007).

A hipertrofia dos adipOcitos e a requisicdo constante de distensdo das células
para garantir o armazenamento de lipidios geram estresse no reticulo endoplasmatico,
a partir do qual se da inicio uma cascata inflamatéria, que, entre outras consequéncias,
culminarad com a inibicdo da via de sinalizacédo da insulina. O receptor de insulina tem
atividade tirosina quinase intrinseca, e, apés a ligacdo da insulina, o receptor sofre
autofosforilagdo em multiplos residuos de tirosina. Disto resulta a ativacdo da quinase
do receptor e consequente fosforilagcdo em tirosina de substratos do receptor de insulina
(IRS). Assim, a insulina necessita da fosforilacdo e de interagcdes proteina-proteina para
transmissdo de seu sinal. Estas interacées proteina-proteina sdo fundamentais para
transmitir o sinal do receptor em direcdo ao efeito celular final, tais como translocacéo
de vesiculas contendo transportadores de glicose (GLUT-4) para a membrana
plasmética, ativacdo da sintese de glicogénio e de proteinas, e transcricdo de genes
especificos (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002; GURI; HONTECILLAS;
BASSAGANYA-RIERA, 2006).

No inicio da cascata inflamatéria, induzida pelos adipécitos hipertréficos, ocorre a
inducdo das proteinas serina/treonina quinases c-Jun N-terminal quinase ( JNK) e

2 NF-kB: fatores de transcricdo nuclear cujos principais efeitos séo exercidos na regulacdo da expressdo
de genes envolvidos no crescimento celular, na inflamagé&o e na apoptose (DELERIVE et al., 2002).

% A faléncia do tecido adiposo pode ocorrer secundariamente a outras causas além da obesidade, tais
como diabete tipo 1 ndo tratada, sindrome do ovario policistico e lipodistrofia (LACLAUSTRA; CORELLA;
ORDOVAS, 2007) .
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inibidora do fator nuclear KB (NF-kB) quinase (IKK), as quais ativam,
respectivamente, a proteina ativadora-1 (AP-1) e o NF-kB, sendo esses dois Ultimos
fatores de transcricdo que aumentam a expressdo de TNF-a e IL-6. TNF-a reduz a
autofosforilagdo do receptor de insulina induzida pela insulina, inibindo a subsequente
fosforilagdo do substrato para o receptor de insulina-1 (IRS-1) . Além disso, TNF-q,
JNK e IKK induzem fosforilagdo em serina no IRS-1, inibindo sua habilidade de atuar
como substrato para o receptor de insulina (GURI; HONTECILLAS; BASSAGANYA-
RIERA, 2006). Como consequéncia, ocorre a reducdo da sintese e da translocagéao do
transportador de glicose sensivel a insulina (GLUT-4) para a membrana celular,
reduzindo, assim, a captacdo pelo tecido adiposo de glicose (HERMSDORFF;
MONTEIRO, 2004; GURI; HONTECILLAS; BASSAGANYA-RIERA, 2006;
LACLAUSTRA; CORELLA; ORDOVAS, 2007).

A IL-6 é uma citocina que induz a lipélise pela inibicdo da lipoproteina lipase®,
aumenta a gliconeogénese e a secrecdo hepatica de triacilglicerdis, além de contribuir
com a resisténcia a insulina. Tem ainda acdes pro-inflamatorias, e seus niveis estao
aumentados em individuos obesos e sdo reduzidos com a perda de peso (SANCHEZ-
MUNO?Z et al., 2005).

Outros tecidos que estdo sujeitos ao acumulo de &cidos graxos também exibem
esse mecanismo proé-inflamatorio, como o figado e musculo esquelético. A redugcdo na
sensibilidade periférica a insulina aumenta a glicogénese hepatica e reduz a captacéao
de glicose pelo tecido adiposo e musculo esquelético, caracterizando-se, assim, um
guadro de resisténcia insulinica. Desse modo, a quebra na via de sinalizacdo por
fosforilagBes inibitérias decorrentes de a¢des pro-inflamatérias representa o nucleo da
resisténcia a insulina, que pode ser interpretada como uma adaptacdo homeostéatica
dos tecidos as acdes adipogénicas da insulina, embora existam outras propostas de
mecanismos conectando o excesso de acidos graxos disponiveis e a resisténcia a
insulina (LAM et al., 2003; CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006).

O aumento na quantidade de triacilglicerdis armazenados nos adipécitos

desregula ainda a producéo de outras adipocinas, estando essa condicdo associada a

* Lipoproteina lipase: enzima que promove a hidrélise de triacilgliceréis em acidos graxos livres e
monoacilgliceréis para serem captados pelos tecidos (VOET; VOET; PRATT, 2002).
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reducdo na producdo de adiponectina e resisténcia a leptina (HERMSDORFF;
MONTEIRO, 2004;: SANCHEZ-MUNOZ et al., 2005).

A adipocina adiponectina é uma proteina produzida especificamente pelos
adipocitos diferenciados, sendo considerada um sinal regulatério relacionado com a
capacidade disponivel de armazenamento do tecido adiposo, indicando que ainda ha
espaco para armazenamento de lipidios. Ela modifica o metabolismo de modo a
promover a remocdo dos &cidos graxos livres a partir da circulagdo sanguinea,
principalmente em direcdo aos adipécitos. A adiponectina também aumenta a oxidagao
de &cidos graxos no musculo esquelético, mas promove preferencialmente a captacéo
e utilizacdo de glicose, além de reduzir a producéo hepatica de glicose.

Em conjunto, tais efeitos resultam em melhora geral na sensibilidade a insulina,
melhor controle dos niveis séricos de glicose, acidos graxos livres e triacilglicerois. Em
individuos obesos e com resisténcia a insulina os niveis de adiponectina se encontram
reduzidos. Suas ag¢Oes antiinflamatorias e anti-aterogénicas se devem a diminuicdo da
producao e a inibicdo da acdo do TNF-a, com consequente diminuigdo da expressao de
moléculas de adesédo-1, diminuicdo da producdo da IL-6, da atividade da resistina, da
quimiotaxia ao macrofago e inibicdo da sinalizagcdo inflamatdria no tecido endotelial
(HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004; COSTA; DUARTE, 2006; LACLAUSTRA;
CORELLA; ORDOVAS, 2007).

A leptina € uma adipocina anorexigena, cuja producdo esta diretamente
relacionada a massa de tecido adiposo. Suas ac¢des envolvem a inibicdo da ingestédo
alimentar, aumento do gasto energético total e inibicdo da expressao do neuropeptideo
Y (NPY), envolvido com agfes opostas a da leptina. Assim, promove reducao de lipidios
intracelulares em tecidos adiposos e ndo adiposos, e, consequentemente, melhora na
sensibilidade a insulina. Na obesidade é observada a resisténcia a leptina, onde seus
niveis circulantes ndo promovem as acdes supracitadas, o que pode conduzir ao
hiperinsulinimismo e diabete tipo 2 associada a obesidade. Na inflamacéo, a leptina
atua diretamente sobre os macréfagos, aumentando suas atividades fagociticas e a
producdo de citocinas (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004; SANCHEZ-MUNOZ et al.,
2005; COSTA; DUARTE, 2006; LACLAUSTRA; CORELLA; ORDOVAS, 2007).
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Assim sendo, as adipocinas produzidas em conseqiéncia do desequilibrio no
fluxo de acidos graxos livres, tém representado uma conexdo regulatéria entre a
adiposidade, sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares (HERMSDORFF;
MONTEIRO, 2004: SANCHEZ-MUNOZ et al., 2005).

Em adicdo a mobilizacdo para producdo de energia, os acidos graxos e seus
metabdlitos se ligam a receptores de nutrientes, ativando mecanismos que permitam
aos tecidos se adaptarem ao aumento na concentracdo de lipidios (GURI;
HONTECILLAS; BASSAGANYA-RIERA, 2006). Assim, esses receptores para sinais
metabdlicos tém sido investigados quanto as suas propriedades em minimizar as
complicacdes decorrentes do desequilibrio no metabolismo energético. Dentre eles
destacam-se os Receptores de Proliferadores Peroxissomais (PPARS), cujas acoes
estdo envolvidas na regulacdo da homeostase energética e da inflamagcdo. Em razéo
disso, os PPARs séo considerados alvos farmacoldgicos importantes para o tratamento

de obesidade, inflamacé&o e sindrome metabdlica.
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1.2 OS RECEPTORES DOS PROLIFERADORES PEROXISSOMAIS - PPARs
1.2.1 Receptores Orfaos Adotados e PPARs

Receptores nucleares (NRs) sado fatores de transcrigdo ativados por ligantes, que
atuam em processo fisioldégicos através da regulacdo da expressao de genes-alvo
(CHAWLA et al.,, 2001). Em humanos, a superfamilia de receptores nucleares é
composta por 48 membros, destacando-se entre eles os receptores de esteroides, do
horménio tireoideano (TR), da vitamina D3 (VDR), do acido retindico (RXR) e os
receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs). De acordo com os
seus ligantes fisiologicos e potenciais fungdes, os NRs podem ser agrupados em trés
classes, conforme apresentadas na Figura 1 (SONODA; PEI; EVANS, 2007).

Receptores Orfios

RECE‘:pt?res Receptores
Endoécrinos Adotados Orfaos
Receptores Esteroidais Sensores de Lipideos SHP
GR - Glicocorticoides RXR - Acido 9-cis retindico DAX-1
MR — Mineralocorticéides PPAR - acidos graxos TLX
PR — Progesterona LXR - oxiesterol PNR
AR - Androgénio FXR - acidos biliares GCNF
ER — Estrogénio PXR - xenobioticos TR2.4
NR4A
3rf5 i g Rev-erb
eceptores Orfaos Enigmaticos COUP-TE

Heterodimeéricos

TR — Hormonio tireoideano
RAR - Acido retinsico
VDR - Vitamina D

CAR - androstano
HNF4u. - acidos graxos
SF-1 / LRH-1 - fosfalipideaos
ROR - colesterol /

acido retinoico
ERR - estrogénio?

FIGURA 1. CLASSES DE RECEPTORES NUCLEARES. A SUPERFAMILIA DE NRS INCLUI 48
MEMBROS. Os ligantes naturais estdo descritos a direita. A importancia fisiolégica da ativacao
induzida por ligantes foi estabelecida para os receptores endécrinos (rosa: receptores esteroidais
que atuam como homodimeros; e verde: receptores que se heterodimerizam com o0 RXR) e para os
receptores 6rfdos adotados sensores de lipidios. As funcdes fisiolégicas dos receptores érfaos
adotados enigmaticos e dos receptores 6rfdos ainda ndo foram definidas (SONODA; PEI; EVANS,
2007).
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A classe dos receptores orfaos adotados € de particular importancia, pois seus
receptores sado considerados reguladores fundamentais da homeostase de lipidios e de
glicose, e em razéo disso, sdo considerados alvos promissores para o desenvolvimento
de medicamentos para o tratamento de desordens metabdlicas. Os membros desta
classe foram descobertos por exibirem homologia de sequéncia com 0s receptores
enddcrinos. A identificacdo de seus ligantes ocorreu posteriormente, e em funcao disso
passaram de receptores Orfaos para receptores orfaos adotados. Além do RXR, essa
classe abriga os receptores dos proliferadores peroxissomais (PPARsS), o receptor
hepatico X (LXR), o receptor X farneséide (FXR) e receptor X do pregnano (PXR). Tais
receptores possuem baixa afinidade para lipidios e xenobiéticos oriundos da dieta, e
atuam complexando-se0 heterodimericamente com o receptor RXR (SONODA,; PEl,
EVANS, 2007).

O RXR é o receptor o6rfdo mais estudado. O primeiro ligante identificado para
esse receptor foi o 9-cis acido retindico, um derivado da vitamina A. Em seguida foram
descobertos ligantes lipidicos provenientes da dieta, tais como o acido
docosahexaendico, o0 acido fitanico e inseticidas derivados do acido metopreno. O RXR
atua como parceiro heterodimérico obrigatorio para outros receptores nucleares.
Heterodimeros formados pelo RXR com parceiros ndo permissivos (VDR e TR) podem
apenas ser ativados por ligantes especificos para esses parceiros. Por outro lado,
alguns receptores podem ser condicionalmente permissivos a ativacdo pelo ligante do
RXR (PPARs, LXR e FXR), indicando que agonistas potentes de RXR podem ter
importantes efeitos na homeostase lipidica (CHAWLA et al., 2001; PINAIRE; REIFEL-
MILLER, 2007).

LXRs séo receptores cujos ligantes naturais sdo oxiesterois. Eles atuam na
regulacdo da expressdo de proteinas fundamentais para a manutencdo dos niveis
normais de colesterol no corpo, tais como aquelas envolvidas no transporte,
catabolismo e eliminag&o de colesterol. Também tém ac¢des importantes no controle de
genes envolvidos no metabolismo de acidos graxos (CHAWLA et al., 2001).

O FXR atua como sensor para acido biliar, o produto final do catabolismo de

colesterol. Esse receptor interfere com a agcdo do LXR no metabolismo de colesterol e
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de triacilglicerdis e promove a indugédo do metabolismo de lipoproteinas, além de inibir a
lipogénese hepética (SONODA; PEI; EVANS, 2007).

O PXR atua como regulador-chave da resposta adaptativa a xenobidticos em
mamiferos, sendo altamente expresso no figado e intestino. O ligante natural do PXR é
um metabodlito de progesterona, o 5B-pregnano-3,20-diona, e sua atividade
transcricional regula genes envolvidos em diferentes etapas do metabolismo de
xenobioticos (oxidacdo, conjugacgéao e transporte) (WILLSON; KLIEWER, 2002).

Os receptores dos proliferadores peroxissomais (PPARSs) foram identificados
inicialmente em roedores da década de 90, e desde entdo suas propriedades
fisiologicas vém sendo pesquisadas (KOTA; HUANG; ROUFOGALIS, 2005). A
designacdo do nome PPAR se deve ao fato da ativacdo do PPARaq, primeiro receptor
descoberto, mas nédo de PPARp/d e y, promover a proliferacdo de peroxissomos em
hepatdcitos de roedores (MURPHY; HOLDER, 2000). Os peroxissomos sao organelas
responsaveis por reacdes de oxidacdo ligadas ao metabolismo energético e sua
propagacdo tem resultado em hepatomegalia e carcinogénese em roedores, porém
esses efeitos ndo foram observados em humanos (EVANS; BARISH; WANG, 2004).

Como resultado de diversos estudos, os PPARs sdo considerados como
sensores metabdlicos, que, de acordo com os sinais lipidicos, atuam na expressao
génica de modo a promover acdes adaptativas relacionadas a homeostase lipidica e
energética, atuando especialmente na oxidacdo de &cidos graxos, diferenciacdo de
adipdcitos e sensibilidade a insulina (FEIGE et al., 2006; YU; REDDY, 2007). Além das
acOes metabdlicas, tém sido demonstrados importantes efeitos em diversos processos
fisiologicos, tais como no desenvolvimento e diferenciacdo celular e em processos
inflamatorios, entre outros (STRAUS; GLASS, 2007; YU; REDDY, 2007).

Dentro dessa subfamilia, trés subtipos com significante homologia de sequéncia
de aminoécidos e codificados por genes diferentes ja foram caracterizados, sendo estes
0 PPARa (NR1C1), PPARY/B (NR1C2) e PPARyY (NR1C3). O PPARa foi o primeiro
membro da subclasse dos PPARs a ser identificado, tendo sido clonado por Issemann e
Greenem 1990, e em 1992, Dreyer identificou os outros dois PPARs (ISSEMANN;
GREEN, 1990; DREYER et al., 1992). Os trés subtipos de receptores estdo presentes

na maioria dos tecidos, embora apresentem padrdes de expressao tecidual isotipo-
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especifica, sendo assim, expressos de forma desigual entre os diferentes 6Orgaos
(CUZZOCREA, 2006).

A variedade de acfes que os PPARs exercem é reflexo da inUmera diversidade
de ligantes que podem ser acomodados dentro de suas bolsas de ligagdo. Os ligantes
naturais de PPARs incluem &cidos graxos saturados e insaturados, que podem servir
ainda de substratos enzimaticos para geracdo de seus derivados com atividade
agonista sobre esses receptores, tais como prostaglandinas e leucotrienos. A producao
dos ligantes naturais pode ser influenciada tanto por condi¢bes fisiologicas
(alimentacgdo, privacdo de alimentos e exercicio) quanto por condicBes patofisioldgicas
(inflamacéo croénica, diabete, aterosclerose, cancer) (BERGER; MOLLER, 2002; FEIGE
et al., 2006; MICHALIK et al., 2006).

1.2.2 Estrutura dos PPARs

Os PPARs, assim como os demais receptores nucleares, possuem os dominios
funcionais organizados de modo similar: dominio amino-terminal, responsavel pela
transativacdo independente da presenca do ligante, composto pela regido AF-1;
dominio de ligagdo ao DNA (DBD - DNA Binding Domain); regido de dobradica Hinge;
dominio de ligagcdo ao ligante (LBD - Ligand Binding Domain); dominio AF-2, que
promove a transativacéo dependente da presenca do ligante (SONODA,; PEI; EVANS,
2007) (Figura 2) .

Hinge
I
—_— AF-1 DBD | ° LBD

FIGURA 2. ORGANIZACAO ESTRUTURAL DOS DOMINIOS FUNCIONAIS DOS PPARS. AF-1 (Dominio
com funcéo de transativacdo 1); DBD (Dominio de ligacdo ao DNA) ; regido hinge; LBD (Dominio de
ligacdo ao ligante; e dominio AF-2 (Dominio com funcédo de transativacao 2).
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Quanto ao tamanho dos receptores, o PPARa possui 468 residuos de
aminoacidos em sua estrutura, enquanto o PPAR[B/d apresenta 441 e o PPARYy 479
residuos (VAMECQ; LATRUFFE, 1999). O DBD ¢é a regido mais conservada entre os
receptores nucleares (Figura 3). Esse dominio contém dois segmentos estruturais
independentes em forma de alca chamados “dedos de zinco”. Cada segmento possui
guatro residuos de cisteina que formam complexos coordenados por ions de zinco na
regido central. Tal estrutura confere maior estabilidade de dobramento ao receptor,
permitindo interacBes firmes com os elementos responsivos na regido regulatéria de
genes-alvo dos PPARs (GAMPE et al., 2000; NOLTE et al., 1998; PERAZA et al.,
2006).

PPARa | | DBD ] BD

102 166 244 468
PPARB/S 86.2% | | 70% |

72 138 215 441
PPARy [ | 83.1% | | 63.4%

110 175 253 479

FIGURA 3. COMPARACAO DA IDENTIDADE DE AMINOACIDOS DO DOMINIO DE LIGACAO AO DNA
(DBD) E O DOMINIO DE LIGACAO AO LIGANTE (LBD) DOS SUBTIPOS DE PPARS EM HUMANOS. As
porcentagens de identidade entre os dominios de ligacdo ao DNA e ao ligante sdo relacionadas ao
PPARa. Os numeros abaixo dos receptores sao referentes ao numero de residuos a partir da
extremidade N-terminal (MURPHY; HOLDER, 2000).

O LBD dos PPARs é composto por 12 a-hélices e 4 folhas- organizados em
trés camadas, compondo a forma caracteristica de sanduiche a-helical. A hélice 12
garante flexibilidade conformacional que permite ao LBD perceber a presenca de
ligantes especificos, aumentado, assim, a interacdo com proteinas coativadoras e
correpressoras, e consequentemente determinando o resultado transcricional da

sinalizacdo do PPAR. A estrutura do LBD dos PPARs delineia uma bolsa hidrofébica
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grande em forma de Y, que contribui para a habilidade dos PPARs ligarem-se a
diversos tipos de substancias naturais ou sintéticas lipofilicas com um grupo acidico na
cabeca. Os trés subtipos de PPARs exibem uma homologia de sequéncia de 60% a
70% nos dominios LBDs (Figura 3). A comparacao das estruturas tridimensionais dos
LBDs entre os trés PPARs demonstra que, embora o tamanho total das bolsas seja
similar, existem diferencas importantes na topologia detalhada. O PPARa e o PPARy
sdo mais semelhantes tanto em relacdo ao tamanho quanto a forma. A principal
diferenca determinante da seletividade entre eles ocorre pela substituicdo da Tir-314 no
PPARa por uma His-323 no PPARYy. Esses aminoacidos formam parte de uma rede de
residuos de ligacdo ao hidrogénio que estdo envolvidos na ativacdo do receptor pelos
seus ligantes acidicos. A bolsa de ligacdo do PPARa é a mais lipofilica em relacdo aos
demais subtipos, o que pode explicar o fato de ndo se ligar a certos acidos graxos
hidroxilados, os quais sé@o bons ligantes de PPARYy. Ja o PPAR[3/3 possui a menor bolsa
de ligacdo entre os PPARs, sendo essa caracteristica a principal determinante na
dificuldade de identificacdo de agonistas fortes e seletivos para esse receptor (GAMPE
et al., 2000; NOLTE et al., 1998; UPPENBERG et al., 1998; XU et al., 1999; XU et al.,
2001) (Figura 4).

PPARa

FIGURA 4. COMPARACAO DA ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA DEFINIDA POR RAIO-X DO LBD
DOS PPARS. Em vermelho esté representado o PPARa, em amarelo o PPARB/d e em azul o PPARY.
Cada PPAR est4 complexado com um ligante de alta finidade. Os PPARa e PPARYy estdo complexados
também com o peptideo LxxLL, que ¢é derivado do coativador do receptor esteroidal 1 (SRC-1) (cor roxa).
Para cada PPAR, a bolsa de ligacédo ao ligante acessivel ao solvente (branco) (XU et al., 2001).
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1.2.3 Mecanismo de acédo dos PPARs

Os PPARs podem exercer seus efeitos regulatérios sobre a transcricdo génica
por diferentes mecanismos, tais como (i) transativacdo dependente do ligante, (ii)
repressdo independente do ligante e (iii) transrrepressdo dependente do ligante. No
primeiro mecanismo, os PPARs podem ativar a transcricdo de maneira dependente do
ligante pela ligacdo direta do complexo heterodimérico PPAR-RXR ao elemento
responsivo ao PPAR (PPRE) nos genes-alvo. Esse mecanismo € o modelo classico de
acado dos PPARs, e em fungcédo disso, sera mais detalhado no préoximo tépico. Na
transrrepressdo dependente do ligante, os PPARs reprimem a transcricdo por
antagonizar as agfes de outros fatores de transcricdo, tais como o NF-kB e proteina
ativadora 1 (AP-1)° apés a ligacdo do agonista. Por dltimo, o complexo PPAR-RXR
pode se ligar ao elemento responsivo em genes-alvo na auséncia de ligantes e recrutar
complexos correpressores que medeiam a represséao ativa de genes (RICOTE; GLASS,
2007; STRAUS; GLASS, 2007) (Figura 5).

Transativacao Transrepresséo Repress&o
dependente do ligante dependente do ligante independente do ligante

Co-Activators Co-Repressors

PPRE PPRE
PPAR/RXR PPAR/RXR
(a) (b) (c)

FIGURA 5. ATIVIDADE TRANSCRICIONAL DOS PPARS. PPARS PODEM ATIVAR E INIBIR A
EXPRESSAO GENICA. (a) Transativacdo dependente do ligante. Os PPARs podem ativar a transcri¢io
de maneira dependente do ligante pela ligacdo direta ao elemento responsivo ao PPAR (PPRE) nos
genes-alvo como heterodimero com o receptor RXR. (b) Transrepresséo dependente do ligante. PPARs

> AP-1: proteina, que, assim como o NF-kB, exerce fun¢des importantes na regulagdo transcricional de
genes pro-inflamatdérios e de moléculas de adesdo em células endoteliais (WANG et al., 2002).
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reprimem a transcricdo de modo dependente do ligante por antagonizar as agGes de outros fatores de
transcrigdo, tais como NF-kB e a AP-1. (c) Repressdo independente do ligante. PPARs se ligam ao
elemento responsivo na auséncia de ligantes e recrutam complexos correpressores que medeiam a
repressao ativa (RICOTE; GLASS, 2007).

1.2.3.1 Mecanismo classico de acdo dos PPARs: regul acado transcricional por

heterodimerizagdo com RXR

Como receptores ligante-dependentes, a ligacdo de substancias agonistas aos
diferentes subtipos dos receptores PPARs promove respostas fisiologicas especificas e
distintas na sinalizacdo celular (HUMMASTI; TONTONOZ, 2006). Apesar de mediarem
acOes diferentes nos diversos tecidos, 0 mecanismo classico de ativagéo transcricional
dos subtipos PPARa, PPAR[B/d e PPARYy é similar. A regulacdo da expressao génica e
conduzida através da associacdo heterodimérica dos PPARs com os trés subtipos
conhecidos de RXR, dimerizacdo essa independente do ligante ou da ligacdo ao DNA
(DREYER, 1992; FEIGE et al., 2006) (Figura 5a).

Na auséncia de substancias agonistas, a ativacao da transcricao € reprimida pela
ligacdo de proteinas correpressoras ao complexo PPAR-RXR tais como o correpressor
de receptores nucleares (NCoR) ou o mediador de silenciamento de RXR e TR
(SMRT). As referidas proteinas tém funcdo de desacetilacdo de histonas (HDACs —
Histonas Deacetilases) , ou recrutam proteinas que detém essa acdo, podendo ainda
possuir outras atividades enziméticas, de modo que, em conjunto, possam manter a
cromatina em sua forma enovelada, o que impede a ligacdo do receptor e da
maquinaria transcricional ao DNA (YU et al., 2005; RIZZO; FIORUCCI, 2006; YU;
REDDY, 2007).

Na presenca de substancias agonistas de PPAR, o conjunto repressor é
desacoplado a partir do complexo PPAR-RXR, seguindo-se do recrutamento de
proteinas coativadoras, tais como o coativador de receptor de esteréide (SRC) — 1, 2
e 3 e a proteina de ligacdo ao PPAR (PBP) , entre outras. O complexo coativador
promove modificacbes nas histonas (acetilacdo de histonas) e na estrutura da
cromatina de modo a permitir o desenovelamento do DNA, o que facilita 0 acesso e a
interacdo do complexo heterodimérico ao elemento responsivo do PPAR (PPRE)

com a consequente ativacdo de genes especificos. O PPRE consiste em uma repeticao
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direta de sequéncias AGGTCA, espacgadas por um nucleotideo (DR-1 — repeticdo
direta-1), e se encontra na regiao promotora de genes-alvo (YU; REDDY, 2007; KOTA;
HUANG; ROUFOGALIS, 2005; CUZZOCREA, 2006; FEIGE et al., 2006).

Os ligantes enddgenos e exdégenos de PPARs podem recrutar de maneira
diferente os correguladores, promovendo o desencadeamento de respostas fisioldgicas
diversas, tanto da modulacdo da atividade bioldgica, quanto das possiveis acbes
toxicas decorrentes da acdo direta ou indireta dos PPARs sobre seus diversos genes-
alvo (PERAZA et al., 2006).

1.2.4 PPARQ

O gene do PPARa humano estéd localizado no cromossomo 22 adjacente a
regido 22912-q13.1. Sua expressdo vem sendo rastreada nos diversos tecidos
humanos, tendo sido encontrado principalmente em tecidos ativos metabolicamente,
tais como o figado, coracdo, musculo esquelético, rins e tecido adiposo marrom. Além
destes Orgaos, € ainda expresso em monacitos, células vasculares endoteliais e células
da musculatura lisa vascular (R1ZZO; FIORUCCI, 2006).

ApGs a identificacdo do PPARa, foi observada sua ativagdo por medicamentos
da classe dos fibratos, tais como fenofibrato, clofibrato, gemfibrozil e bezafibrato, os
guais ja eram utilizados no tratamento de hipertrigliceridemia. Além de reduzir os niveis
de triacilglicerdis, os fibratos séo utilizados clinicamente para aumentar os niveis de
HDL em pacientes hiperlipidémicos, sendo estas acdes mediadas pela ativacdo de
PPARa (SHEARER; BILLIN, 2007). Outros ligantes sintéticos tém sido desenvolvidos,
tais como a nafenopina e WY-14643 (BERGER; MOLLER, 2002; KOTA; HUANG;
ROUFOGALIS, 2005) (Figura 6).
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FIGURA 6. LIGANTES SINTETICOS DE PPARGa.

Posteriormente a descoberta da ativacdo pelos fibratos, foram identificados
agonistas naturais que se ligam com baixa afinidade ao PPARa, tais como acidos
graxos saturados e insaturados, incluindo os acidos palmitico, esteérico, oléico,
linoléico, araquidbnico e eicosapentaendico (BERGER; MOLLER, 2002; KOTA;
HUANG; ROUFOGALIS, 2005).

As informacdes geradas nos udltimos anos, principalmente pelos estudos
conduzidos com camundongos nocauteados para o PPARaq, identificaram diversos
genes-alvo para esse receptor. Em funcdo das atividades bioldgicas destes genes, o
PPARa é considerado um receptor sensor de lipidios, com atuacdo regulatéria
essencial no metabolismo celular de producgéo de energia.

Os genes-alvo do PPARa funcionam em conjunto de modo a sincronizar as
complexas mudancas metabdlicas necesséarias a conservacdo de energia durante a
alimentacédo e jejum. Durante o jejum prolongado, os acidos graxos sao liberados pelo

tecido adiposo e transportados para o figado. A indugdo hepatica do PPARa pelos
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acidos graxos promove a oxidagdo mitocondrial, peroxissomal e microssomal dos
acidos graxos para gerar corpos cetbnicos, fonte alternativa de acucar para tecidos
periféricos. Essa acdo é particularmente importante por prevenir o acumulo de acidos
graxos no figado, e, consequentemente, a esteatose hepética. Foi observado que a
inativacdo do gene do PPARa em modelos animais resulta em acumulo de lipidios no
figado, servera hipocetonemia, hipoglicemia, hipotermia e elevados niveis plasmaticos
de acidos graxos (EVANS; BARISH; WANG, et al., 2004; FEIGE et al., 2006).

Outras vias sob o controle do PPARa incluem a gliconeogénese,
biotransformacdo e metabolismo de colesterol. Além dessas acdes metabdlicas, o
PPARa pode diminuir a expressao de inumeros fatores de transcri¢cdo pro-inflamatorios,
tendo exibido efeitos antiinflamatorios no figado, tecido adiposo e parede vascular,
embora os efeitos anti-aterogénicos ainda nao sejam conclusivos. No tecido adiposo
especificamente, o PPARa pode controlar o processo inflamatorio por trés mecanismos:
regulacdo direta da expressdo de genes inflamatorios; diminuicdo da hipertrofia dos
adipdcitos, a qual estd ligada ao estado altamente inflamatoério do tecido adiposo; e

eventos sistémicos provenientes do figado (STIENSTRA et al., 2007).

1.2.5 PPARB/S

O PPARJ/d foi clonado na década de 90, e, em relacdo aos demais PPARs, é o
menos estudado. O gene do PPAR[/d humano esta localizado no cromossomo 6p21.1-
p21.2 (BERGER; MOLLER, 2002). O PPAR[B/d tem expressdo ampla por todo o
organismo, tendo sido demonstradas importantes funcdes no musculo esquelético,
tecido adiposo, pele, intestino e cérebro, sendo descritas atividades ligadas a
adaptacdo metabdlica dos tecidos em resposta a alteracdes ambientais (MICHALIK et
al., 2006; TENENBAUM; MOTRO; FISMAN, 2005).

Assim como o PPARa, o PPAR[/d também aceita como agonistas acidos graxos
saturados e insaturados, tais como os acidos graxos polinsaturados acido dihomo-y-
linolénico, EPA (Acido 5,8,11,14,17-eicosapentandico), acido araquidénico, é&cido
palmitico e &cido 2-bromopalmitico. Alguns eicosandides, incluindo a PGAl

(Prostaglandina Al) e PGA2 (Prostaglandina A2) demonstraram ativar esse receptor. A
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carbaprostaciclina, uma prostaciclina sintética, e o GW501516 ativam com baixa e alta
afinidade, respectivamente, o PPAR(/d (BERGER; MOLLER, 2002; FEIGE et al., 2006).

Alguns estudos indicam que a ativacdo do PPAR[/d exerca efeitos regulatérios
no catabolismo de &cidos graxos, no transporte reverso do colesterol e no metabolismo
energético. O PPAR[/d tem sido relacionado a regressao da obesidade, visto que ja foi
demonstrada em diferentes modelos de obesidade em camundongos, que sua ativagao
induz a oxidagcdo de &cidos graxos com consequente diminuicdo da massa adiposa.
Esse efeito também foi demonstrado no coracdo e no musculo, sendo que neste ultimo
ocorre a aumento da quantidade de fibras musculares do tipo I, as quais promovem um
desempenho de maior resisténcia (STIENSTRA et al., 2007). Além disso, algumas
substancias agonistas de PPAR [(/d diminuiram a resisténcia a insulina e reduziram a
glicose plasmética em modelos de diabete tipo 2 em animais (SHEARER; BILLIN, 2007;
MICHALIK et al., 2006). O PPAR [/d regula o consumo energético em tecidos
periféricos por controlar tanto os genes envolvidos na B-oxidacdo, quanto as proteinas
desacopladoras (UCPs - Proteinas Desacopladoras)® (FEIGE et al., 2006).

Em estudos utilizando camundongos nocauteados para o gene do PPAR[/d
foram observadas anormalidades que incluiam defeitos de placenta e de mielinacéo,
armazenamento adiposo reduzido e reacOes inflamatérias de pele desreguladas
(STIENSTRA et al., 2007). Alguns trabalhos ressaltam seu envolvimento no controle de
mecanismos de reparo tecidual, sendo que, animais nocauteados para PPAR[(/d
apresentam dificuldade na cicatrizacdo de feridas. Alguns estudos apontam acdes
importantes do PPAR[B/d na reproducao, imunidade, formacédo éssea, desenvolvimento
de cérebro e pele, queimaduras e formacdo de tumor (BARISH; EVANS, 2004;
MICHALIK et al., 2006).

1.2.6 PPARY

O PPARy é o PPAR mais estudado. Foram identificadas duas isoformas do

PPARYy, PPARyl e PPARY2, que sdo geradas pelo mesmo gene, porém por promotores

® UCPs: proteinas mitocondriais envolvidas com a producdo de energia desacoplante .
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distintos e mecanismos de splicing alternativo. Elas diferem entre si apenas em seus
dominios A/B na regido amino-terminal, na qual o PPARy2 contém 30 aminoacidos
adicionais. As duas isoformas de PPARYy, yl1 e y2, sdo expressas em tecidos adiposos
marrom e branco, atuando na diferenciacdo de adipécitos, armazenamento de lipidios e
na homeostase de glicose. A isoforma yl ainda pode ser detectada em outros tecidos
como intestino e células imunes (TONTONOZ, et al., 1994; YU et al., 2005).

O PPARYy foi originalmente descrito como tendo uma fungdo priméaria na
diferenciacdo de adipdcitos, sendo ainda hoje considerado como um elemento
essencial nesse processo. Posteriormente, com o avango nos estudos a respeito de
suas funcdes bioldgicas, foram atribuidas outras agfes importantes ao PPARYy, tais
como em processos inflamatorios, na sensibilizacdo a insulina, no metabolismo lipidico,
aterosclerose, controle de ciclo celular, apoptose e proliferacao celular (COHEN, 2006).

O primeiro ligante natural de PPARy descoberto foi a 15-deoxi-prostagladinaJ2
(15d-PGJ2), que se liga de maneira irreversivel ao receptor. Em seguida, outras
substancias lipofilicas endégenas também exibiram acdo agonista sobre este receptor,
tais como eicosanoides e acidos graxos polinsaturados, embora eles apresentem baixa
afinidade. Recentemente, o acido graxo derivado do &acido nitrolinoléico (LNO,), o qual é
produzido a partir de reacdes inflamatodrias oxidativas dependentes de 6xido nitrico, foi
identificado como um novo agonista, sendo considerado até o0 momento um dos mais
potentes ligantes naturais de PPARy (DUBOQUOQY et al., 2006).

O PPARYy possui uma bolsa de ligacdo capaz de acomodar ligantes lipofilicos
compostos por grupos quimicos diversos, tais como as tiazolidinedionas (TZD), e os
medicamentos da classe do glitazar, os quais se ligam tanto a PPARy quanto a PPARa
(DUBOQUOY et al., 2006) (Figura 7). As TZDs melhoram a sensibilidade a insulina nos
tecidos-alvo e reduzem os niveis de glicose e de &cidos graxos livres em pacientes com
diabete do tipo 2. Glitazar € uma nova familia de agonistas de PPARa/y que foi
desenvolvida para o tratamento oral para anormalidades nos niveis de glicose e de
lipidios associados com diabete tipo 2 e sindrome metabdlica. Entretanto, os
medicamentos dessa familia tiveram os estudos clinicos descontinuados em funcdo dos
efeitos toxicos observados. Medicamentos antiinflamatorios ndo esteroidais, tais como

indometacina, fenoprofeno e ibuprofeno, também demonstraram ativar PPARY in vitro,
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embora apresentem baixa afinidade in vivo (DUBOQUOY et al.,, 2006; ROSENSON,
2007; SHEARER; BILLIN, 2007). Na fungdo de antagonista, o GWO0072 inibiu o
processo de adipogénese em experimentos utilizando cultura de células (BERGER;
MOLLER, 2002).
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FIGURA 7. LIGANTES SINTETICOS DE PPARY.

Assim como PPARf/d, experimentos in vitro e in vivo demonstraram que o
PPARYy ativado regula a expressao génica de proteinas desacoplantes UCP-1, UCP-2 e
UCP-3 (BERGER; MOLLER 2002; FEIGE et al., 2006). Outro efeito importante atribuido
ao PPARYy é o de reducao da inflamacao do tecido adiposo, que pode decorrer de dos
seguintes mecanismos: promocéao da adipogénese, que origina adipécitos menores, 0s
guais secretam menos substancias inflamatdrias; inducéo da producéo de adiponectina
pelos adipocitos, que tem fortes efeitos antiinflamatorios; e reducdo da expresséo
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génica de adipocinas e de outras moléculas pro-inflamatérias secretadas pelos
macrofagos (STIENSTRA et al., 2007).

1.2.7 Acdes biolégicas dos PPARs

1.2.7.1 Oxidacédo de acidos graxos

Os triacilglicer6is sdo transportados no corpo pelas lipoproteinas, juntamente
com o colesterol. Os triacilglicerois da dieta sédo absorvidos como quilomicrons para a
corrente sanguinea, sendo que uma parte € absorvida para os tecidos muscular e
adiposo; os quilomicrons remanescentes continuam na circulacdo até serem captados
pelo figado. A partir do figado, ha formacdo de VLDL, composta por colesterol,
proteinas e restos de triacilgliceréis, que carreara os triacilglicerdis restantes para
serem absorvidos nos tecidos musculares e principalmente no tecido adiposo (VOET;
VOET,; PRATT, 2002).

Para serem absorvidos pelos tecidos muscular e adiposo, os triacilglicerois séo
hidrolisados pela enzima lipoproteina-lipase (LPL) em &cidos graxos livres. Embora
sejam moléculas lipofilicas, os acidos graxos requerem transportadores para otimizar
sua passagem pela membrana citoplasméatica em tecidos com alta atividade metabdlica
ou de armazenamento. Os carreadores de acidos graxos presentes nos adipécitos sao
o FAT (Translocase de &cidos graxos)’ e o FATP (Proteina de transporte de &Acidos
graxos), e nos musculos além destes transportadores, também foi identificado a FABP
(Proteina de ligacdo de acidos graxos) (ANDRADE; RIBEIRO; CARMO, 2006) (Figura
8).

Os fibratos, classe de agonistas exdgenos de PPARa, j& provaram induzir a
expressao do gene da LPL, além de reprimir a expressdo do gene que codifica a
apolipoproteina-C-Ill, responsavel pela inibicdo da LPL. Além disso, a ativacdo de
PPARa induz a expressdo de FAT e FATP, sendo que tais acdes justificam o efeito
hipotrigliceridémico dos fibratos. A ativacdo do PPARy também induz a transcricdo do

gene da LPL e de FATP-1 no tecido adiposo e CD-36 em macrofagos, bem como o

" FAT: também chamada de CD-36 em macréfagos (FEIGE et al., 2006).
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PPARf/d ativado induz a sintese de FAPB-3 e FAT no tecido muscular (STAELS et al.,
1998; BERGER; MOLLER, 2002; FEIGE et al., 2006).

Nos adipdcitos, os acidos graxos sdo armazenados na forma de triacilglicerais,
0s quais ficam ai retidos até que ocorra uma demanda energética, quando entdo sofrem
a acao da enzima lipase sensivel a horménio (LHS), que libera os acidos graxos livres.
Seguem entdo complexados com a albumina, pela corrente sanguinea, até as células
do figado e do tecido muscular. Para geracdo de energia metabdlica, os acidos graxos
sofrem a [3-oxidacdo, que consiste em uma série de reacdes catalisadas por enzimas as
guais retiram sucessivamente unidades de dois carbonos, até a formacdo do acetil-
CoA, que serd metabolizado no ciclo de Krebs. A B-oxidagdo pode ocorrer nas
mitocondrias, Nos peroxissomos e nos microssomos. Para serem adequadamente
degradados, os &cidos graxos passam por trés etapas fundamentais: i) ativacao; ii)
transporte para a mitocondria; iii) B-oxidacdo (VOET; VOET; PRATT, 2002).

A etapa de ativacdo ocorre no citosol, e consiste na preparacdo do acido graxo
através de uma reacdo de acilacdo dependente de ATP, catalisada pela acil-CoA-
sintetase (ACS), para dar origem ao acil-CoA-graxo. Para atravessar a membrana
mitocondrial interna, a porcdo acil da acil-CoA citosdlica € transferida ao transportador
carnitina-palmitoil transferase | (CPT-I), formando a acil-carnitina, que € transportada a
matriz mitocondrial por uma proteina carreadora. O conjunto CoOA, ja dentro da
mitocondria, recebe seu grupo acil pela carnitina-palmitoil transferase Il. O acil-CoA
graxo regenerado sofrera, entdo, reacdes sucessivas de oxidacdo que sdo catalisadas
por enzimas especificas, tais como as enzimas mitocondriais acil-CoA-desidrogenase,
enoil-CoA-hidratase, hidroxiacil-CoA-desidrogenase e [(-cetoacil-CoA-tiolase, entre
outras, e as enzimas peroxissomais acil-CoA-oxidase, enoil-CoA-hidratase e tiolase. A
B-oxidacdo peroxissomal tem como finalidade encurtar cadeias muito longas de acidos
graxos (maior que 22 carbonos), os quais entrardo por difusdo na mitocondria, local
onde serdo completamente degradadas (VOET; VOET; PRATT, 2002) (Figura 8).

Seguindo as etapas descritas na via catabdlica de &cidos graxos, além dos
genes ja citados, varios outros foram identificados como sendo induzidos pela ativacao
dos PPARs, sendo alguns desses: LHS, alvo do PPARa e PPARy; ACS, alvo do
PPARa, PPARPB/d e PPARY; carnitina-palmitoil-transferases, alvo de PPARa, PPAR[/d
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e PPARYy; genes de enzimas envolvidas na [3-oxidacdo, alvos do PPARa e PPAR[/d
(BERGER; MOLLER, 2002; FEIGE et al., 2006). Assim, os PPARs tém demonstrado
estar envolvido em todas as principais etapas da via de oxidacdo de acidos graxos, tais
como na captacdo celular, na ativacdo e na (-oxidacdo de acidos graxos, conforme

pode ser visto na Figura 8.
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FIGURA 8. TRANSPORTE DE ACIDOS GRAXOS DO SANGUE ATE O PROCESSO DE B-OXIDAGAO.
As marcagbes comkindicam os pontos de inducdo pelos receptores PPARs (verde: PPARaq; azul:
PPARB/S; e Vermelho: PPARY). Acil-CoA sint: acil-CoA-sintetase; AGL: &cidos graxos livres; ALB:
albumina; CAT I[: carnitina acil (palmitoil) transferase I; CAT Il: carnitina acil (palmitoil) transferase Il; CoA:
coenzima A; FABP-PM: proteina para ligacdo com &cidos graxos na membrana plasmética; FABP-C:
proteina para ligagdo com &cidos graxos no citoplasma; FAT-CD36: acido graxo translocase; FATP:
proteina de transporte de acidos graxos; LPL: enzima lipoproteina lipase; TG: triacilglicerol (Elaboracao
propria).
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1.2.7.2 Metabolismo de lipoproteinas e aterogénese

Os lipidios, como os fosfolipidios, os triacilgliceréis e o colesterol, por serem
pouco soluveis em &gua, sao transportados pela circulagdo complexados com
proteinas, formando assim, as lipoproteinas quilomicrons, VLDL (Lipoproteina de
densidade muito baixa), IDL (Lipoproteina de densidade intermediaria), LDL
(Lipoproteina de densidade baixa), HDL (Lipoproteina de densidade alta)® (VOET;
VOET,; PRATT, 2002).

O colesterol obtido da dieta é absorvido na forma de quilomicrons para a
corrente sanguinea; os quilomicrons permanecem na circulagcdo até serem captados
pelo figado. A partir do figado, ha formacdo de VLDL (colesterol, proteinas,
triacilglicerdis), que continua na circulacdo na forma de IDL. As IDLs séo captadas pelo
figado via receptor ou continuam na corrente sanguinea na forma de LDL. As LDLs
também podem ser captadas pelo figado através dos receptores de LDL, ou
permanecem na circulacdo levando o colesterol até os tecidos extra-hepético
(periféricos). A LDL é composta basicamente de proteinas e colesterol, sendo esta a
maior carreadora de colesterol no sangue para os tecidos periféricos. Nestes tecidos
extra-hepéaticos, a LDL sera removida por receptores de LDL, os quais desempenham
importante funcdo na manutencdo dos niveis plasmaticos de LDL-colesterol. O
colesterol captado pelos tecidos é removido pela HDL que o conduzir4 até o figado,
local onde serd armazenado ou dara origem aos acidos biliares que serdo utilizados na
digestdo de lipidios. Os &cidos biliares podem ser reabsorvidos ou excretados nas
fezes. A ndo reabsorcdo dos acidos biliares promove um aumento de sua producao
hepatica a partir do colesterol, o que implica em maior captagdo da LDL circulante
(VOET; VOET; PRATT, 2002).

Existem trés vias importantes de efluxo de colesterol a partir dos macrofagos, e
sua compreensdo é fundamental para o entendimento da influéncia dos PPARs no
processo de formacao da placa de ateroma. A primeira via consiste na troca por difusdo

passiva do colesterol livre entre a membrana celular e o a-HDL maduro, que através da

8 Quilomicrons: transportam triacilglicerois e colesterol exégenos do intestino para os tecidos.
VLDL, IDL e LDL: transportam triacilglicerdis e colesterol endégeno do figado para os tecidos.
HDL.: transportam colesterol endégeno dos tecidos para o figado.
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acdo da enzima LCAT (Lecitina/Colesterol Acetiltransferase), € convertido em colesterol
esterificado. A segunda via € mediada pelo receptor SR-BI (Receptor scavenger B-l), o
qual transfere o colesterol livre para o a-HDL. A Ultima via € mediada pelo transportador
ABC-Al, no qual se liga a ApoA-lI pobre em lipidios, que recebe fosfolipidios e
colesterol celular. Apés a esterificacdo do colesterol livre pela LCAT, ha a formacédo do
o-HDL maduro, que através da corrente sanguinea, carreia o colesterol para o figado.
Ambas as vias dos transportadores SR-Bl e ABC-Al sdo reguladas pelo contetudo
celular de oxiesterdis, os quais controlam a expressdo do LXR e dos genes dos
transportadores SR-Bl e ABC-Al (BREWER JR, 2004) (Figura 9).

Os PPARs participam da regulacdo do metabolismo de lipoproteinas
principalmente através da inducdo de genes envolvidos na captacdo de LDLs oxidadas
pelos macréfagos e no efluxo do colesterol a partir de tecidos periféricos e de
macrofagos arteriais para ser captado pelo figado (CHINETTI et al., 2000).

O PPARa atua no transporte reverso de colesterol regulando diretamente a
expressao do transportador SR-B1 (Receptor scavenger B1l), o qual transporta
colesterol através da membrana plasmatica para corrente sanguinea, e do receptor
LXRa (Receptores Hepdaticos X), indutor da producdo dos transportadores ABCAL
(Transportadores cassete ligados ao ATP Al), ABCG1 (Transportadores cassete
ligados ao ATP G1), os quais também medeiam o efluxo de colesterol, e SR-B1. Além
disso, a ativacdo de PPARa induz a transcricdo génica das lipoproteinas ApoA-I e
ApoA-II que compdem a HDL (STAELS et al., 1998; CHINETTI et al., 2000; CHINETTI
et al., 2001; FEIGE et al., 2006; ROSENSON, 2007) (Figura 9).

O PPARy também regula positivamente o efluxo de colesterol, tanto agindo
diretamente na expressdo do LXRa como gerando ligante para esse receptor, através
da ativacao da transcricdo da CYP27, enzima responsavel por catalisar a formacao do
27-hidroxicolesterol, ligante de LXRa (FEIGE et al., 2006). O PPARy ainda induz a
expressdo dos receptores scavenger CD-36 para LDLs oxidadas em macréfagos,
dificultando, assim, a formacdo das células espumosas que compfdem as placas
aterosclerosas (GURI; HONTECILLAS; BASSAGANYA-RIERA, 2006) (Figura 9).
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FIGURA 9. TRES MAIORES VIAS PELAS QUAIS O HDL PODE MEDIAR O EFLUXO DE COLESTEROL
A PARTIR DOS MACROFAGOS CARREGADOS DE COLESTEROL. A primeira via, difuso passiva,
envolve a troca de colesterol livre (FC) entre a-HDL madura e a membrana celular. O efluxo ocorre apés
a conversdo de FC em colesterol esterificado (CE) pelas enzimas LCAT (lecitina/colesterol
aciltransferase). Na via SR-BIl, o FC é transportado ao a-HDL madura. A terceira via, que envolve o
transportador ABCAL (Transportadores cassete ligados ao ATP Al), o aceptor preferido do colesterol
celular é a apoA-1 pobremente lipidada, a qual se liga ao transportador ABCAL1 e facilita o efluxo do
colesterol celular a partir do compartimento endocitico, diminuindo assim, o contetdo celular de
colesterol. O efluxo do colesterol e fosfolipidios a partir de macréfagos e outros tecidos periféricos resulta
em formacdo da preB-HDL, a qual é ultimamente convertida em a-HDL esférica madura apés a
esterificacdo do FC a CE pela LCAT. Ambas as vias do SR-BI e o transportador ABC-Al séo reguladas
pelo contelddo celular de oxicolesterol. O excesso de colesterol celular é convertido, pelo menos em
parte, a 27-hidroxicolesterol pela enzima hidrolase. O 27-hidroxicolesterol se liga ao LXR (Receptor
hepatico X), que induz a expresséo dos genes do SR-BI e do transportador ABCAL. Entdo, ambas a-HDL
esférica madura e prép-HDL facilitam o efluxo de colesterol e participam do transporte reverso de
colesterol para o figado (ROSENSON, 2007).

Além dos efeitos no transporte reverso de colesterol, a deteccdo de expressao
de PPAR a e PPAR y em tipos celulares presentes na parede arterial, tais como
macrofagos, células endoteliais e células de musculatura lisa, sugerem que acdes
vasculares diretas promovidas por esses receptores podem contribuir para potenciais
efeitos anti-aterogénicos (BERGER; MOLLER 2002).



48

Em células endoteliais e de musculatura lisa, 0 PPARa pode inibir a inflamagéo
vascular, o estresse oxidativo e 0 crescimento e migragcao celular. Essas a¢cbes podem
ser promovidas pela inibicdo das vias de sinalizacdo do NFkB, do fator de crescimento
transformante B (TGFB) e da proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) (GUAN,
2004). Além disso, O PPARa ativado reprime a expressdo induzida pelo TNFa de
VCAM-1 (Molécula de adeséo a célula vascular induzida por citocinas-1) e de outras
citocinas, diminuindo, assim, a adesdo e o extravasamento de leucocitos através do
endotélio vascular, e consequentemente reduzindo a resposta inflamatoéria (FEIGE et
al., 2006).

O PPARYy igualmente inibe a expressao de moléculas inflamatérias, como o
TNFa e moléculas de adesdo. As glitazonas demonstraram reduzir a producdo de
MCP-1 (Proteina quimiotaxica para mondcitos-1), MMP-9 (matriz metaloproteinase-9),
enzima envolvida na quebra da placa aterosclerdtica, e endotelina-1, um fator de
vasoconstricdo endotelial (VERGES, 2004).

Em modelos animais o PPARP/d apresentou efeitos anti-aterogénicos e
antiinflamatoérios. Porém o wuso clinico ainda ndo esta estabelecido (TOUYZ;
SCHIFFRIN, 2006).

Em decorréncia dos efeitos antiinflamatérios, das acdes no transporte reverso de
colesterol e nos niveis de lipidios circulantes ja citados, os PPARs tém sido
investigados quanto ao seu papel potencial na prevencdo e no tratamento da
aterosclerose.

1.2.7.3 Adipogénese

O processo de diferenciacdo do tecido adiposo conhecido como adipogénese é
extensivamente estudado com o objetivo de se determinar tanto 0 mecanismo de
desenvolvimento do tecido adiposo, quanto o seu funcionamento em condi¢cdes normais
e em situacbes patoldgicas. Foram identificados alguns fatores de transcricdo que
compdem uma rede de controle do processo adipogénico, cujas expressdes estao

aumentadas durante esse evento, tais como o PPARy, o SREBP-1c (Proteina 1c
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ligadora do elemento regulado por esterdis) e C/EBP (proteinas de ligacdo ao
amplificador CCAAT - CCAAT) (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

O PPARYy, assim como a C/EBPa, se liga na regiao promotora de genes-alvo
fundamentais a adipogénese, tais como a proteina ligadora de lipidios (aP2), expressa
apenas no tecido adiposo, e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), a qual atua
na sintese de glicerol para formacdo de triacilglicerdis (TONTONOZ et al., 1994;
ROSEN et al., 2002). Em fibroblastos, foi demonstrado que a expressao ectopica de
PPARy e o tratamento com agonistas especificos eram capazes de causar o acumulo
de lipidios e a expressdo de marcadores de diferenciacdo de adipécitos (FEIGE et al.,
2006).

Além de estimular a adipogénese, a ativacdo do PPARy promove a apoptose de
adipécitos maduros saturados de lipidios, sendo que este efeito estimula a adipogénese
a partir de precursores maduros (KOTA; HUANG; ROUFOGALIS, 2005).

As acdes do PPARf/d na adipogénese ainda estdo sendo investigadas. Até o
momento, existem sugestdes de sua atuacdo nos passos iniciais da adipogénese, néo
tendo sido ainda definidas suas funcdes nesse evento (FEIGE et al., 2006).

O aumento na adipogénese pode ser um efeito indesejado por comprometer o
metabolismo ésseo. Os adipécitos e os osteoblastos sdo originados a partir de um
progenitor mesenquimal comum, sendo que a adipogénese direciona a diferenciagédo
para os adipocitos, podendo ocasionar perda Ossea. Este efeito foi observado em
alguns animais em uso de TZDs, mas ndo em todos. Em estudos com humanos foram
constatados efeitos esqueléticos prejudiciais e uma incidéncia maior de fraturas 6ésseas
(ALI et al., 2005; BERBEROGLU et al., 2007).

1.2.7.4 Sensibilizacdo a insulina

A insulina é um horménio que atua sobre o fluxo global de combustiveis. Com o
influxo de nutrientes excedendo as necessidades simultaneas de energia e a
velocidade de anabolismo, a insulina secretada induz o armazenamento de nutrientes,

promovendo assim a captacdo tecidual de glicose, acidos graxos e aminodacidos,
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consequentemente diminuindo seus niveis plasmaticos (VOET,; VOET; PRATT, 2002,
Berne).

No metabolismo de carboidratos, a insulina estimula a oxidagcdo e o
armazenamento da glicose, e reprime a producdo de glicose. No figado, a insulina atua
promovendo menor producdo de glicose através da estimulacdo da glicélise (quebra de
glicose), e inibicdo da glicogendlise (producao de glicose pela quebra de glicogénio) e
da gliconeogénese (formacao de glicose a partir de fontes diferentes de carboidratos).
No musculo e no tecido adiposo, a insulina promove o deslocamento dos
transportadores de glicose (GLUT-4) para a membrana plasmatica, com consequente
aumento na captacdo de glicose, aléem de estimular sua utilizacdo por esses tecidos
(VOET; VOET; PRATT, 2002; BERNE; LEVY, 1996).

No metabolismo de lipidios, a insulina promove como efeito final o aumento no
armazenamento e o bloqueio da mobilizacdo e oxidacdo de acidos graxos. No tecido
adiposo, a insulina inibe a atividade da lipase sensivel a hormoénio e estimula a
lipoproteina lipase, promovendo, assim, a repressao da liberacdo e inducdo do
armazenamento de acidos graxos pelos adipdcitos, respectivamente. Ja no musculo
ocorre a supressao da lipoproteina lipase, o que acarreta em reducdo na captacao de
acidos graxos por esse tecido, além da oxidacdo de &cidos graxos também ser
reprimida. No figado, a insulina também € lipogénica e favorece a sintese hepética de
colesterol. No metabolismo protéico, a insulina estimula a captacdo de aminoacidos e a
sintese protéica em todos tecidos-alvo, e inibe a protedlise (BERNE; LEVY, 1996).

O PPARYy é um regulador chave da sensibilidade a insulina. A principal hipétese
para o efeito sensibilizador dos agonistas de PPARYy, € a de que, quando ativado, ele
regule a transcricdo de genes que expressam proteinas que participam da captacéo e
do armazenamento de acidos graxos, e redirecionamento dos lipidios depositados no
musculo e no figado para os adipécitos. Além disso, o PPARy promove a diferenciacao
de adipdcitos, originando adipdcitos novos menores, 0s quais sdo mais sensiveis a
insulina e representam, também, um aumento na capacidade de armazenamento de
acidos graxos, reduzindo o acumulo em tecidos periféricos (FEIGE et al., 2006; GURI,
HONTECILLAS; BASSAGANYA-RIERA, 2006).
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O PPARy atua na producdo de adipocinas, aumentando a producdo de
adiponectina, que promove maior captacdo de acidos graxos, maior captacdo e
utilizacdo da glicose no tecido adiposo e muscular e a menor producdo hepética de
glicose, promovendo, assim, melhor controle dos niveis séricos de glicose, de &cidos
graxos livres e de triacilglicerdis (FONSECA-ALANIZ, 2006; FEIGE et al., 2006). J4 o
PPARa induz siginificantemente a expressao dos receptores de adiponectina, AdipoR1
e AdipoR2, no tecido adiposo branco. Os PPARs podem também atuar inibindo
algumas adipocinas inflamatoérias, como TNF-a e IL-6. O conjunto de a¢des no controle
de adipocinas favorece o restabelecimento da funcionalidade dos receptores de insulina
e, consequentemente a diminuicdo da resisténcia a insulina (FEIGE et al., 2006). Em
virtude das acdes no controle das adipocinas, as ativagbes do PPARa e do PPARy
podem ser relevantes nas estratégias de controle da sindrome metabdlica (GURI;
HONTECILLAS; BASSAGANYA-RIERA, 2006).

PPARa e PPARP/d sdo estudados pelos seus efeitos moderados na
sensibilizagdo a insulina, acdo essa provavelmente decorrente de suas funcdes
oxidativas de acidos graxos em tecidos periféricos, as quais inibem assim o
armazenamento lipidico pelo tecido adiposo, e consequentemente a hipertrofia dos
adipdcitos. Porém, o mecanismo da acao supracitada ndo esta bem definido (FEIGE et
al., 2006).

Assim sendo, os PPARs, atuando de modo integrado, podem promover: i)
melhora na captacdo, armazenamento e no catabolismo de &cidos graxos; ii) indugéo
na producdo de adipocinas com acdo de aumento de sensibilizacdo a insulina; e iii)
inibicdo dos niveis circulantes e de acbes de adipocinas que induzem a resisténcia a

insulina.

1.2.8 Interesse clinico por ligantes de PPARs

A maioria das células especializadas que compdem os organismos multicelulares
detém a habilidade de modificar os padrées de expressao de diversos grupos de genes
em resposta a alteracdes extracelulares, influenciando, assim, a sintese protéica. O

passo inicial da expressao génica é a transcricdo, o que confere a essa etapa grande
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importancia regulatéria, visto que, € nessa fase que ocorre a indugdo ou inibicdo da
expressdo de um determinado gene. Assim, a maioria dos eventos regulatorios de
producdo de proteinas ocorre na iniciagdo da transcricdo, sendo que essa producao
pode ser controlada ainda em outras etapas subsequentes, como no processamento e
transporte de RNA, traducédo, degradacdo de RNAm e atividade protéica (VOET; VOET,;
PRATT, 2002).

Os receptores nucleares atuam diretamente no processo transcricional,
governando a expressdo de genes-alvo que regulam diversos processos biolégicos
como a reproducao, o desenvolvimento e o metabolismo geral.

Uma éarea importante no campo de pesquisas metabdlicas se refere as funcdes
dos receptores nucleares PPARs como alvos terapéuticos para desordens no
metabolismo de lipidios e glicose em virtude da ligacdo desses fatores estarem
associados a doencas como diabete, dislipidemia, aterosclerose, sindrome metabdlica
e doencas cardiovasculares (SHEARER; BILLIN, 2007).

O uso clinico de agonistas de PPARs como os fibratos e tiazolidinedionas
(TZDs), em conjunto com evidéncias que sugerem que a ativacdo de PPAR também
pode conter a evolugdo de processos inflamatorios e aterosclerose tém instigado o
interesse e a busca por novos ligantes. Somam-se a esses fatores os efeitos
indesejados provocados pelos fibratos, TZDs, e por outros ligantes sintéticos em
avaliacdes clinicas, além dos resultados obtidos em estudos cardiovasculares. Em
conjunto, as acdes benéficas e os efeitos indesejados provocados pelos fibratos, TZDs,
e por outros ligantes sintéticos em avaliacdes clinicas tém fortalecido a relevancia
clinica dos PPARs, e contribuido com o aumento em pesquisas com foco em
substancias com propriedades mais seletivas e menos téxicas (BROWN; PLUTZKY,
2007).

Os fibratos atuam primariamente por meio da ativacdo do PPARa. Clinicamente,
agonistas de PPARa tém demonstrado reduzir os niveis plasmaticos de triacilglicerdis,
aumento de HDL e modificacbes no tamanho e na densidade de LDL em pacientes
hiperlipidémicos através da regulacdo de genes envolvidos no metabolismo de acidos
graxos e lipoproteinas (ROSENSON, 2007). Em funcdo dos efeitos hipolipidémico,

antiinflamatério e vasculares observados em humanos e animais, muitos estudos
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clinicos tém se focado na avaliagdo do efeito dos agonistas de PPARa em eventos
cardiovasculares. Grande parte dos estudos tem revelado efeito cardioprotetor, porém,
essa acdo ainda esta sendo mais bem avaliada (VERGES, 2004; MICHALIK et al.,
2006).

Estudos em roedores demonstraram efeito proliferativo em células hepaticas,
informacdes essas que apontam para hepatocarcinogénese. Entretanto, em humanos,
as acOes hepatotoxicas decorrentes de ativacdo em PPARa ainda séo inconclusivas
(PERAZA et al., 2006).

Apés pesquisas confirmando os efeitos do PPARPB/d na regulacdo da
homeostease energética e do metabolismo lipidico, seus agonistas estdo sendo
investigados quanto a possibilidade de uso em tratamento de resisténcia a insulina,
dislipidemias e obesidade. Também foi demonstrado efeito no controle de mecanismos
de reparo-tecidual, aventando-se a possibilidade do uso de ligantes de PPAR[/d na

cicatrizacao de tecidos danificados (MICHALIK et al., 2006).

As tiazolidinedionas (TZDs), agonistas de PPARYy, s&o utilizadas clinicamente em
tratamento de diabete tipo 2. Agonistas de PPARy também apresentaram efeitos anti-
aterogénicos em modelos animais. Entretanto, tais substancias podem promover efeitos
colaterais clinicamente significantes, como ganho de peso, em funcdo de retencdo de
liquido e do aumento na adiposidade, acdes essas que parecem ser potencializadas
guando as TZDs sdao utilizadas em associacao a insulina. Alguns estudos apontam para
0 aumento dos efeitos da rosiglitazona no risco de infarto de miocardio e na morte por
doencas cardiovasculares, embora essas informagdes ainda nédo sejam conclusivas.
Efeitos hepatotdxicos tém sido associados ao uso de troglitazona, além de prejuizo no
metabolismo ésseo (MICHALIK et al, 2006; BROWN; PLUTZKY, 2007; BERBEROGLU
et al, 2007; NISSEN; WOLSKI, 2007).

Além dos beneficios clinicos bem estabelecidos em diabete e dislipidemia, varios
estudos relatam a utilizacdo de ligantes de PPARs na sindrome metabolica (SM). Os
ligantes de PPAR, por atuar na regulacdo de vias metabdlicas envolvidas nas
desordens que acompanham a sindrome metabdlica, tém emergido com grande

potencial de atuacdo no tratamento de pacientes com essa complexa rede de
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alteracées fisiologicas (FIEVET; FRUCHART; STAELS, 2006; KASUGA et al., 2006;
GURNELL, 2007).

1.2.8.1 Ligantes sintéticos de PPAR com atividade d uplo-agonista e pan-

agonista

A habilidade de cada subtipo de PPAR em regular vias metabdlicas distintas tem
encorajado pesquisas visando a investigacdo dos efeitos combinados e
complementares de ligantes desses receptores. O principal objetivo da combinacéo de
agonistas € ativar cada subtipo de receptor para promover eficacia maxima em genes-
alvo apropriados associados com vias farmacologicas especificas com minimizacao de
efeitos indesejados (SHEARER; BILLIN, 2007).

Os agentes duplo-agonistas de PPAR a e PPARYy foram desenvolvidos para
atuar complementarmente no metabolismo humano e diminuir as taxas de mortalidade
associadas com diabete tipo 2, por reduzir a resisténcia a insulina, a hiperglicemia e
dislipidemia aterogénica. Além disso, o efeito da ativacdo do PPARa em reduzir a
obesidade em ratos, poderia minimizar os efeitos colaterais de ganho de peso
provocados pelos agonistas de PPARy, caso essa acdo fosse reproduzida em
humanos. Embora os duplo-agonistas tenham apresentado diversos beneficios clinicos,
os efeitos indesejados tém sido responsaveis pela suspensdo de inumeros estudos
clinicos. O desenvolvimento de medicamentos da familia glitazar foi interrompido no
estagio dos estudos clinicos em funcdo do aumento de eventos cardiovasculares com
muraglitazar e toxicidade renal com tesaglitazar. Essas ocorréncias ndo tém diminuido
o interesse pelo desenvolvimento de duplo-agonistas, sendo que varios estudos
continuam em andamento (ROSENSON, 2007; SHEARER,; BILLIN, 2007).

Sobre agentes duplo-agonistas de PPAR pB/d e PPARy existem poucos
trabalhos. Os objetivos do desenvolvimento desses compostos sdo de sua utilizacao
para o tratamento de diabete tipo 2, com a¢des na sensibilizacdo a insulina, na melhora

do perfil lipidico e na diminuicdo do ganho de peso. Poucos agentes vém sendo
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testados em animais, sendo que alguns estudos apresentaram resultados promissores
(TENENBAUM; MOTRO; FISMAN, 2005; SHEARER; BILLIN, 2007).

As pesquisas de duplo-agonistas tém indicado novas abordagens para o
desenvolvimento dos agentes pan-agonistas , embora poucos compostos tenham sido
testados clinicamente. Com a proposta de uma Unica substancia ativar os trés isotipos
de PPAR, o pan-agonista idealmente seria capaz de melhorar algumas desordens
metabdlicas tais como resisténcia a insulina, obesidade, dislipidemia, hipertensédo, além
de exercer acdes antiinflamatorias e vasculares importantes. Assim como esperado
para os duplo-agonistas, a ativacdo de PPARa e PPAR[/d poderia deter o ganho de
peso promovido pela ativagdo de PPARy através de acbes sinérgicas, além de em
conjunto deterem o potencial de gerar beneficios anti-aterogénicos (TENENBAUM,;
MOTRO; FISMAN, 2005; SHEARER; BILLIN, 2007).

1.2.8.2 Ligantes para PPARs de origem natural

Se por um lado o desenvolvimento de moduladores sintéticos da expressao
génica em niveis transcricionais é realizado a muito tempo, a busca por substancias
isoladas a partir de plantas medicinais que detenham atividade transcricional € mais
recente. Nos Ultimos anos, agonistas e antagonistas dos receptores PPARs foram
isolados a partir de espécies vegetais (HUANG et al., 2005). A atividade dos extratos,
de fracOes de extratos e de substancias isoladas sobre a ativacdo transcricional dos
receptores PPARs tem sido avaliada basicamente com a realizacdo de ensaios de gene
reporter em cultura de células, ensaios de competicdo pela ligacdo e teste de
diferenciacdo de adipocitos, sendo que alguns trabalhos recorrem aos testes em
animais para correlacionar os efeitos observados ex vivo com os efeitos in vivo (Tabela
3).



Origem / Planta |Extrato / principio Atividade Referéncia
ativo
- Flavonoéides: Ativador de PPARy. |LIANG et al., 2001.

apigenina, crisina e

kaempferol.
Astragalus Biocanina A, Ativador de PPARa | SHEN et al., 2006.
membranaceus |formononetina.

e PPARY.

Camelia sinensis | Extratos de cha verde, |Ativador de PPARa. |LEE, 2004.
cha preto e galato
epigalocatequina.
Cannabis sativa | Acido julémico Ativador de PPARYy. |LIU etal., 2003.
(anédlogo sintético do
THC).
Clematis Extrato do caule e Ativador de PPARa | LI et al., 2006.
pickeringii fracOes. e PPARY.
Glycyrrhiza Prenilflavondides: Ativador de PPARy. [KURODA et al,
uralensis Fisher |glicicumarina, glicirina, 2003.

dehidrogliasperina C,

dehidrogliasperina D.

Gynostemma
pentaphyllum

Gipenosideo XLIX.

Ativador de PPARQ.

HUANG et al., 2006.

Hibiscus Extrato das flores Inibidor de PPARy. |KIM et al., 2003.
sabdariffa Linn secas.

Lagerstroemia Extrato das folhas. Inibidor de PPARy2. |LIU et al., 2001.
speciosa L

Momordica Extrato do fruto e Ativador de PPARa. | CHAO; HUANG,
charantia L compostos isolados. 2003.

CHUANG et al., 2006

56
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Panax ginseng | Extrato de ginseng Inibidor de PPARa. | YOON; THOMAS,
vermelho coreano e 2003.

ginsenosideos.

Panax radix Raiz de ginseng Ativador de PPARy. | CHUNG et al., 2001.

palva branco.

Poria cocos Wolf | Acido Ativador de PPARYy. |SATO et al., 2002.
dehidrotrametandlico.

Pseudolarix Acido pseudolarico B. | Ativador de PPARa. | JARADA et al., 2003.

kaempferi

Salacia oblonga | Extrato da raiz. Ativador de PPARa. | HUANG et al., 2005

Saururus Saurufurana (raiz). Ativador de PPARy. | HWANG et al., 2002.

chinensis

Soja Fitoestrogeno: Ativador de PPARy. | DANG et al., 2003.
genisteina.

Swietenia Extrato da semente. Ativador de PPARYy. |Lletal., 2005.

mahagony

Toranja Flavanona: Ativador de PPARy. | HARMON; HARP,
narenginina. 2000.

Uva Terpendides: farnesol, | Ativador de PPARa | TAKAHASHI et al,
geranilgeraniol. e PPARY. 2002.

Proantocianidinas de | Ativador de PPARy. |MA et al., 2007

extrato de semente.

TABELA 3. MODULADORES DA ATIVIDADE DOS PPARS IDENTIFICADOS A PARTIR DE ESPECIES
VEGETAIS. THC: tetrahidrocanabinol. (Fonte: LEE, 2004; HUANG et al., 2005; LI et al., 2005; CHUANG
et al., 2006; HUANG et al., 2006; LI et al., 2006; SHEN et al., 2006; MA et al., 2007).

Dentre as inUmeras patologias para as quais comumente varias pessoas
recorrem ao uso de plantas medicinais estd a diabete. Informacdes etnobotanicas

registram pelo mundo 1200 plantas utilizadas no controle de diabete e suas
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complicacdes. Esses numeros estimulam pesquisas cientificas que gerem informagdes
suficientes para validar o uso popular de diversas espécies com propriedade
hipoglicemiante e revelar os mecanismos de acdo responsaveis por esse efeito
(NEGRI, 2005). Plantas medicinais que comprovadamente reduzam a glicose
sanguinea tém grande potencial de interferirem com o metabolismo energético. Por
essa razao, plantas usadas popularmente pela acao antidiabética vém sendo utilizadas
por grupos de pesquisa cientifica no rastreamento de espécies que atuem no
metabolismo energético total com o objetivo de identificacdo de novas substancias
agonistas para os receptores PPARa, PPAR[/d e PPARY.

No Brasil, com a diversidade da flora, ha um amplo campo de atuagédo na area
de validacdo das propriedades farmacoldgicas atribuidas empiricamente as plantas
medicinais, principalmente na selecao de ligantes para receptores nucleares, em que as
pesquisas ainda sao insipientes. Em torno de 200 espécies vegetais sado utilizadas na
medicina popular brasileira com o objetivo de diminuir a glicose sanguinea, tais como,
Tabebuia heptaphylla (NETO; MORAIS, 2003), Bahuinia forficata (BARBOSA-FILHO et
al, 2005), Stevia Reubadiana (BARBOSA-FILHO et al., 2005), Chysobalanus icaco
(FONSECA-KRUEL; PEIXOTO, 2004), Solanum lycocarpum (MOTTA et al.,, 2002;
NETO; MORAIS, 2003). Ap6s a avaliacdo farmacolégica da atividade hipoglicemiante
de algumas plantas, ja foram revelados diferentes mecanismos de agéo responsaveis
por esse efeito (NEGRI, 2005). Dentre os diversos mecanismos, a ativacdo de PPAR
representa um deles, e as plantas antidiabéticas podem ser potenciais candidatas para

fornecerem novas geracoes de ligantes de PPAR.
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1.3 Tabebuia heptaphylla (Vell) Toledo

Inimeras espécies de plantas sdo utilizadas empiricamente com o objetivo de
tratar diabete melito, e dentre elas, as espécies do género Tabebuia spp como a
Tabebuia heptaphylla (Vell) Toledo (WARASHINA; NAGATANI; NORO, 2004). O
género Tabebuia spp pertence a familia Bignoneaceae, e suas espécies sao nativas do
Brasil, ocorrendo desde a Amazénia até o Rio Grande do Sul, e nas Américas Central e
em outros paises da Ameérica do Sul. No Brasil sdo conhecidas popularmente por “pau-
d’arco” ou “ipé€”, acrescidos de caracteristicas especificas relativas as diferentes
arvores, tais como “ipé-roxo”, “ipé-amarelo”, “ipé-rosa”, “ipé-comum”, “pau-d’arco rosa”,
entre outros nomes (LORENZI; MATOS, 2002).

O porte arbdéreo da Tabebuia heptaphylla (Vell) Toledo atinge de 10 a 20 metros
de altura, com tronco de 30 a 60 cm de diametro. Suas flores séo réseo-arroxeadas e
suas folhas sdo compostas, digitadas com 5 a 7 foliolos serrilhados, elipticos, quase
glabros, com até 14 cm de comprimento por 6 cm de largura (CARVALHO, 1994;
LORENZI; MATOS, 2002; BACKES; IRGANG, 2004).

Os ipés, de um modo geral, sdo muito floriferos, sendo cultivados com fins
ornamentais para arborizagdo urbana e paisagismo. Em funcdo da durabilidade e da
resisténcia de sua madeira, sdo utilizadas em construgbes de obras externas e em
confeccao de vigas e assoalhos (LORENZI; MATOS, 2002).

Por existirem inUmeras espécies diferentes que compartiham o mesmo nome
popular, as referéncias etnobotanicas ndo permitem especificar aquelas responsaveis
por determinadas acoes fisioldégicas observadas empiricamente, sendo, que, dentre os
exemplares chamados popularmente de “ipé-roxo” pode haver diferencas na
constituicdo quimica e nos efeitos bioldgicos. Diversos estudos fitoquimicos e bioldgicos
ja foram realizados com as espécies de Tabebuia spp, principalmente com a Tabebuia
avellanedae Lorenz ex Griseb (sin.:Tabebuia impetiginosa Martius ex DC) (AWALE et
al, 2005). Entretanto sdo poucos os trabalhos que registram anélises fitoquimicas com a
espécie identificada como Tabebuia heptaphylla (Vell) Toledo. Assim sendo, no

presente estudo, as informacdes sobre composicdo quimica estdo focadas nos
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trabalhos realizados com a espécie Tabebuia heptaphylla (Vell) Toledo adequadamente
identificada.

As informacg@es etnobotanicas registram o uso da casca e das folhas de espécies
de Tabebuia spp para diversos fins: antineoplasico, antifingico, antibacteriano,
antiinflamatério, entre outras acfes. Na década de 70 houve ampla divulgacédo do uso
de Tabebuia spp. no combate a diversos tipos de cancer. Sua atividade antitumoral é
atribuida principalmente a naftoquinona lapachol, além de outras quinonas. Depois de
constatada sua acdo antitumoral in vitro, o lapachol foi testado clinicamente e
apresentou baixa biodisponibilidade. A necessidade de uso de doses altas implicava em
efeitos anticoagulantes em fungéo da similaridade do lapachol com a vitamina K. Assim,
0 uso da casca de Tabebuia spp. como anticancerigeno ndo €& considerado como
validado cientificamente (SIMOES et al., 2002).

O perfil fitoquimico apresentado por diversos estudos aponta as quinonas como
principais constituintes ativos (PEREIRA et al., 2006). As quinonas sd8o compostos
organicos que podem ser considerados como produtos da oxidacdo de fendis.
Apresentam dois grupos carbonilicos que formam um sistema conjugado com pelo
menos duas duplas ligacdes C-C. As espécies vegetais contendo quinonas podem
apresentar atividades bidlogica e farmacoldgica extremamente diversas, sendo a
atividade laxante a responsavel pela utilizacdo terapéutica da maioria dos vegetais
compostos por essas substancias (SIMOES et al., 2002).

Em 2003, Schmeda-Hirschmanna e Papastergiou, e, em 2007, Garcez e colegas
realizaram estudos fitoquimicos com a casca da Tabebuia heptaphylla (Vell) Toledo,
tendo sido identificadas naftoquinonas, lignanas, triterpenos, iridoides, entre outros
grupos de metabdlitos vegetais (SCHMEDA-HIRSCHMANNA; PAPASTERGIOU, 2003;
GARCEZ et al, 2007). Seguem abaixo as substancias isoladas por estes

pesquisadores (Figura 10):
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21. R = OH, R®* = H (iridéide 6-O-p-
hidroxibenzoilajugol)

22. R' = OCHs, R? = H (iridéide 6-O-p-
metoxibenzoilajugol)

23. R* = R?= OCH; (iridéide 6-0-3", 4’-
dimetoxibenzoilajugol)

26. dialdeido ciclopenténico 2-formil-
5-(3',4’-dimetoxibenzoil6xi) -3-metil-
2-ciclopenteno-1-acetaldeido

24. R* = OH, R® = H (irid6ide 8a-metil-
8[-hidroxi-63-(4’-hidréxi)benzoil oxi-
1la,3a-dimetodxi-octaidro- ciclopenta
[c]pirano)

25. R* = R®= OCH, (iridéide 8a-metil-
8B-hidroxi-6B-(3',4’-dimetéxi)
benzoiléxi-1a,3a-dimetoxi-octaidro-
ciclopenta[c]pirano)

COOH

L,

27. R* = OH, R® = H (Acido p-hidroxibenzéico)
28. R' = OCH,, R? = H (acido p-metoxibenzéico)

29. R' = R?= OCH; (3,4-dimetoxibenzéico)
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FIGURA 10. ESTRUTURA DE MOLECULAS ISOLADAS DA CASCA DE Tabebuia heptaphylla.
Moléculas de 1 a 18 isoladas por Schmeda e Papastergiou, e de 19 a 31 por Garcez e colegas
(SCHMEDA-HIRSCHMANNA; PAPASTERGIOU, 2003; GARCEZ et al., 2007).



65

FIGURA 11. FOTOS DE DOIS EXEMPLARES DA ESPECIE Tabebuia heptaphylla (Vell.) Toledo
LOCALIZADOS NO PATIO DA FACULDADE DE SAUDE DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA (Fotos:
Viviane Céassia Pereira).
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Considerando (i) a alta incidéncia de desordens metabdlicas atreladas a
complicacdes cardiovasculares; (i) o0 uso agonistas de PPARs no tratamento de destas
alteracdes fisiologicas (dislipidemia e diabete), e (iii) evidéncias com base
etnofarmacolégicas da acdo hipoglicemiante da planta Tabebuia heptaphylla, o
presente trabalho se focou na analise do efeito de extratos de entrecasca de Tabebuia
heptaphylla sobre os receptores PPARSs.
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CAPITULO Il - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se a acdo hipoglicemiante atribuida popularmente a planta Tabebuia
heptaphylla pode decorrer da atividade transcricional mediada pelos receptores PPAR
a, PPAR /5 e PPARYY.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Determinar se o extrato da entrecasca de Tabebuia heptaphylla regula a
atividade transcricional mediada por PPARa, PPAR[B/d e PPARy em células
pro-monaociticas (U937).

o0 Avaliar a acdo de extratos com polaridades diferentes (aquoso, etandlico e
hexanico).

 Testar a atividade de algumas substancias previamente identificadas em
extratos de Tabebuia heptaphylla sobre a atividade dos receptores PPARaQ,
PPAR B/5e PPAR Y.

» Investigar o efeito do extrato de Tabebuia heptaphylla sobre outros receptores
nucleares.

» Avaliar a citotoxicidade do extrato de Tabebuia heptaphylla em células U937.
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CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

3.1 PREPARO DOS EXTRATOS

A entrecasca de Tabebuia heptaphylla (Vell) Toledo foi coletada em janeiro de
2007 no patio do prédio da Faculdade de Saude, localizado no Campus da
Universidade de Brasilia, Brasilia, Distrito Federal. A espécie foi identificada pela
professora Carolyn Elinore Barnes Proenca e uma exsicata foi depositada no herbario
do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.

Os extratos foram produzidos no Laboratério de Farmacologia Molecular da
Universidade de Brasilia. A entrecasca foi secada a temperatura ambiente, sendo
fragmentada em seguida. Para producdo do extrato aquoso, 100 g do material vegetal
fragmentado foram aquecidos por 5 minutos juntamente com agua destilada a partir da
ebulicdo, seguido de filtracdo em papel filtro e liofilizacao.

Os extratos etandlico (THE) e hexanico (THH) foram preparados pela maceragao
de 150 g e 836 g de material vegetal seco, respectivamente, por sete dias. A extracao
foi repetida trés vezes para o extrato hexanico. Apos a filtracdo com papel filtro, os
solventes foram removidos sob presséo reduzida a temperatura de 39° C.

Os extratos foram mantidos a temperatura ambiente com umidade controlada em
dessecador elétrico. Para os ensaios de transfeccao, os extratos foram ressuspendidos
em dimetilsulfoxido:etanol (2:3) para a obtencdo da concentracdo de 400 mg/mL. Para
a concentracdo de 100 mg/mL, a concentracdo de 400 mg/mL foi diluida; as demais

concentracdes foram obtidas a partir da concentragdo de 400 mg/mL.

3.2 REAGENTES E PLASMIDEOS

O lapachol foi gentiimente cedido por Eduardo Freire de Oliveira da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo.

A mistura de sitosterol e estigmasterol foi cedida pela professora Damaris Silveira da
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Faculdade de Ciéncias de Saude da Universidade de Brasilia. O bezafibrato e a
rosiglitazona foram adquiridos comercialmente da Sigma®.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados os plasmideos de
expressao de receptores: pPCMX-CTRa, pCMX-TRB1 pCMX-mPPARa, pPCMX-mPPARY,
pCMX-mPPARd e pCMX-RXRa, cedidos por Dr. John Baxter da Universidade da
California, em Séo Francisco (UCSF), EUA; pSG5-GR pSG5-hERa e pSG5-hERf(
cedidos por Dr. Peter J. Kushner da Universidade da Califérnia, em S&o Francisco
(UCSF), EUA; pSG5-hPXR cedido por Dr. Steven A. Kliewer.

Os genes repodrteres contém os elementos responsivos dos receptores: de
estrogénio (pUC-ERE-luc) cedidos por DR. Peter J. Kushner da Universidade da
Califérnia, em Séo Francisco (UCSF), EUA; do PXR (DR-3-luc) cedido por Dr. Steven A.
Kliewer; do GR (sequéncia do GRE a partir do virus do tumor mamario de
camundongos-MMTV) cedido por Dr. Keith R. Yamamoto da Universidade da California,
em Sao Francisco (UCSF), EUA; dos TRs (pUC-F2-luc) e dos receptores PPAR (pUC-
PPRE-luc) e RXRa (pUC-PPRE-luc) cedidos por Dr. John Baxter da Universidade da
Califérnia, em Sao Francisco (UCSF), EUA.

3.3 CULTURA DE CELULAS

As células U937, uma linhagem pré-monocitica humana, foram cultivadas em
meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640, contendo 10% de soro
fetal bovino, 2 nM de glutamina, 50 U/mL de penicilina e 50 ug/mL de estreptomicina, e

mantidas em garrafas Corning® de 75 cm? em incubadora a 37°C com 5% de CO,.
3.4 ENSAIOS DE GENE REPORTER POR MEIO DE TRANSFECCA O TRANSIENTE

O método de eletroporacao foi utilizado para a transfeccdo. As células foram
coletadas por centrifugacéo (4000 x g por 5 minutos) e ressuspendidas em solucao
PBS (0,5 mL / 10 x 10° células) contendo célcio, dextrose e os plasmideos de interesse.
As células foram transferidas para cuvetas e eletroporadas usando um gerador de pulso

Bio-Rad® nas condicdes de 300 mV e 950 pF para as células U937. Apls a
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eletroporacao, as células foram transferidas para o meio de cultura e distribuidas em
placas Corning® de 12 pocos. Em seguida procederam-se os tratamentos: veiculo (1L
de DMSO/etanol 2:3), controle positivo, concentracdes crescentes de extrato (1 pL da
concentracdo de 100 mg/mL para obter uma concentracéo final de 100 pg/mL; 1 pL da
concentracao de 400 mg/mL para obter uma concentracgdo final de 400 pg/mL; 2 pL da
concentracao de 400 mg/mL para obter uma concentracgdo final de 800 pg/mL; 3 pL da
concentracdo de 400 mg/mL para obter uma concentracéo final de 1200 pg/mL; 4 yL da
concentracao de 400 mg/mL para obter uma concentracéo final de 1600 pg/mL; 5 pL da
concentracdo de 400 mg/mL para obter uma concentracdo final de 2000 pg/mL),
lapachol e sitosterol/estigmasterol. Todos os tratamentos foram balizados para um
volume final de 5 uL com DMSO/etanol 2:3.

Apbs 24 horas, as ceélulas eram coletadas por centrifugacéo (10.000 rpm, por 2
minutos) e lisadas em tampdo de lise 1X (Promega®). Para a determinacdo da
atividade da luciferase, foram adicionados 10 pL de luciferina (Luciferase Assay System
— Promega®) a 10 pL de lisado celular. A emissdo de luz gerada pela reacgéo
enzimatica entre luciferina (substrato para a enzima luciferase) e luciferase foi
guantificada por um lumindmetro (Turner®), e o resultado expresso em unidades
relativas de luz. A taxa de ativacao dos receptores nucleares testados (ou seja, quantas
vezes foram ativados por um determinado ligante) foi calculada pela divisdo dos valores
das amostras tratadas com o horménio, pelas amostras tratadas com o veiculo. Os

ensaios foram realizados no minimo trés vezes e em triplicata.

A cultura dessas células e a transfeccdo foi feita segundo o protocolo ja
estabelecido por Ribeiro et al. (RIBEIRO et al.; 2001).

3.5 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR COM AZUL DE TRYPA N

O Azul de Trypan foi o corante utilizado para avaliar a viabilidade das células. As
células U937 foram distribuidas em placas de 6 pocos Corning® na quantidade de 2 x
10° células/poco. Em seguida foram incubadas com veiculo (DMSO:Etanol 2:3) e
concentracdes crescentes do extrato THH (400, 800, 1200, 1600 pug/mL). ApGs 24 horas
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de incubacdo, as células foram ressuspendidas em 250 pL de solucdo de azul de
Trypan (0,2% em PBS). 10 uL das células ressuspendidas foram colocadas na camara
de Neubawer para contagem em microscopio. A taxa de mortalidade celular foi obtida
pela porcentagem de células ndo viaveis (coradas de azul) considerando a quantidade

total de células (viaveis e ndo viaveis) como sendo 100%.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados nesse trabalho representam a média dos
experimentos + erro padrado de pelo menos trés ensaios em triplicata. Os dados foram
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls para
comparagBes multiplas, utilizando o Programa GraphPad PRISM 4.0. Um p<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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CAPITULO IV - RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DOS CONTROLES POSITIVOS PARA OS EN SAIOS DE
GENE-REPORTER

Para atingir o objetivo proposto de avaliar se a acdo hipoglicemiante atribuida
popularmente a Tabebuia heptaphylla poderia ser decorrente de ativagcéo transcricional
sobre os receptores PPARs, o método selecionado foi ensaio de gene repoérter. Esse
meétodo € comumente utilizado para avaliacdo de atividade transcricional em receptores
nucleares.

Apés a purificacdo dos plasmideos que expressam os receptores PPARs e do
plasmideo contendo o elemento responsivo (PPRE) e o gene reporter (luciferase),
foram realizados o0s primeiros experimentos para avaliar a funcionalidade dos
receptores e determinar as concentracdes adequadas dos controles positivos a serem
utilizadas nos experimentos seguintes. Como controle positivo foram selecionados os
agonistas sintéticos conhecidos de PPARs, bezafibrato para PPARa e PPARf/S, e
rosiglitazona para PPAR vy, nas concentracdes finais de 10* M do ligante bezafibrato
para os receptores PPARa e B/5 (Gréfico 1a e 1b , respectivamente) e 10 M do ligante

rosiglitazona para o receptor PPARYy (Gréfico 1c ).
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GRAFICO 1. ATIVACAO DOS CONTROLES POSITIVOS BEZAFIBRATO SOBRE PPARa E PPARB/S E
ROSIGLITAZONA SOBRE PPARYy. (a) Ativacdo do controle positivo bezafibrato sobre PPARa. (b)
Ativacdo do controle positivo bezafibrato sobre PPARf/d. (c) Ativagdo do controle positivo rosiglitazona
sobre PPARYy. As células U937 foram co-transfectadas com 3 pg do plasmideo repérter PPRE-tk-luc e
1,5 pg do plasmideo de expressao para PPAR e tratadas com concentragfes crescentes de cada ligante
relativo ao receptor. A atividade luciferease foi mensurada ap6s 24 horas de incubacdo. Cada ponto
representa a meédia + erro padrdo de trés experimentos diferentes. (n=3 experimentos em triplicata para
cada receptor; a: p < 0,001; b: p<0,01; c: p <0,05).
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4.2 EFEITO DOS EXTRATOS AQUOSO E ETANOLICO DE Tabebuia heptaphylla
SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL MEDIADA PELOS RECE PTORES

PPARa, PPAR B/5 E PPAR y

Confirmada a adequabilidade do ensaio e definidas as concentracdes dos
controles positivos, o proximo passo foi testar os extratos de Tabebuia heptaphylla
aquoso (THA), etandlico (THE) e hexanico (THH) quanto a ativacdo sobre os receptores
PPARs. Para isso, foram realizados ensaios de gene reporter através da co-transfecgéo
de células U937 com os plasmideos de expressao dos receptores PPAR o ou [3/d ou y,
juntamente com o plasmideo do gene-repérter PPRE-tk-luc. Apés a eletroporacao, cada
triplicata de células recebeu um tipo de tratamento, de acordo com a seguinte ordem:

veiculo (DMSO:Etanol), controle positivo e concentragfes crescentes dos extratos.

O extrato THA ndo demonstrou atividade alguma sobre os trés PPARs, e o
extrato THE, apesar de apresentar discreta ativacdo nos trés receptores testados, essa
acdo nao foi considerada estatisticamente significante em relacdo ao veiculo realizado

com DMSO/Etanol, conforme pode ser visto no Gréfico 2.

101 a

] PPAR

Taxa de ativacéo
(6)]
1

THA (pg/mL) THE (pg/mL)

(@)



75

154
a
o PPARB/3
AT
g 104
=
<
(0]
©
S 5-
8
'_
MRS
SIS AR SR IR S I SIS ST MRS SR R SIS I
Aé'@”g SRR P N S ORI
A
Q)QI
THA (pg/mL) THE (pg/mL)
(b)
104
S a PPARY
On
©
=
2 e
(]
©
©
&
'_
PP
TP LT LTSS, LTSS S
é\o\",\, LN N S S NN S
&
THA (pg/mL) THE (pg/mL)
(c)

GRAFICO 2. ACAO DOS EXTRATOS AQUOSO E ETANOLICO DE Tabebuia heptaphylla SOBRE A
ATIVIDADE TRANSCRICIONAL MEDIADA PELOS RECEPTORES PPARS. As células U937 foram co-
transfectadas com 3 pg do plasmideo repérter PPRE-tk-luc e 1,5 pg do plasmideo de expressédo para
PPAR a, PPAR B/d e PPAR y. Em seguida cada triplicata de células recebeu um tipo de tratamento, de
acordo com a seguinte ordem: veiculo (DMSO/Etanol), controle positivo e concentragbes crescentes de
extratos. A atividade luciferease foi mensurada apds 24 horas de incubacao. (a) Acao dos extratos THA
e THE sobre o PPARa. (b) Agédo dos extratos THA e THE sobre o PPARp/d. (c) Agdo dos extratos THA e
THE sobre o PPARYy. Os valores no eixo x representam a atividade de luciferase, sendo que 1 é o valor
definido para a atividade de luciferase em células tratadas com veiculo. Bez: bezafibrato; THA: Extrato
aquoso de Tabebuia heptaphylla; THE: Extrato etandlico de Tabebuia heptaphylla; Trog: troglitazona. As
barras representam a média + erro padrdo (n=3 experimentos em triplicata para cada receptor; a: p <

0,05).
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4.3 O EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia heptaphylla AUMENTA A TRANSCRICAO
DO GENE REPORTER

Nos ensaios de transfeccdo para avaliar o efeito do extrato hexénico de
Tabebuia heptaphylla (THH) sobre a atividade transcricional dos PPARs, observou-se,
gue o THH foi capaz de ativar a transcricdo sobre os trés PPARs, conforme pode ser
visto no Gréfico 3,4 e 5.

No primeiro receptor avaliado, PPARa, o controle positivo com bezafibrato na
concentracdo de 10°M apresentou uma ativacdo em torno de 3,75 vezes (+ 0,50),
enquanto o THH, na menor concentracdo testada (100 pg/mL) j& demonstrou ativagédo
similar. Na concentracdo de 400 pg/mL e 800 pg/mL, foram observadas ativagdes bem
superiores a do bezafibrato, sendo de 18,29 (+4,18) e 15,25 (+4,84), respectivamente.
Os desvios-padrao elevados ndao comprometem os valores obtidos, pois, a ativacao
minima de 14,1 obtida com 400 pg/mL de THH representa mais de trés vezes aquela
apresentada pelo bezafibrato. A maior ativagéo foi obtida com 400 pug/mL, sendo que as
concentracdes superiores apresentaram reducdo gradual na atividade transcricional
(Grafico 3).
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GRAFICO 3. ACAO DO EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia heptaphylla SOBRE A ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL MEDIADA PELO RECEPTOR PPARa. As células U937 foram co-transfectadas com
3 ug do plasmideo reporter PPRE-tk-luc e 1,5 pg do plasmideo de expressao para PPARa. Em seguida
cada triplicata de células recebeu um tipo de tratamento, de acordo com a seguinte ordem: veiculo
(DMSO:Etanol), controle positivo (bezafibrato) e concentragdes crescentes do extrato THH. A atividade
luciferease foi mensurada apés 24 horas de incubagdo. Os valores no eixo x representam a atividade de
luciferase, sendo que 1 é o valor definido para a atividade de luciferase em células tratadas com veiculo.
Bez: bezafibrato; THH: Extrato hexanico de Tabebuia heptaphylla. As barras representam a média * erro
padrdo (n=8 experimentos em triplicata; a: p < 0,001; b: p <0,01).

Em relacdo ao PPAR[/3, também foi observado um aumento na atividade
transcricional, com ativacdo maxima de 21,85 (+3,08) na concentracdo de 400 pg/mL
de THH, o que representa mais de trés vezes aquela obtida pelo bezafibrato

(4,37+0,79), seguida de um decréscimo nas concentracées superiores (800 pg/mL a

2000 pg/mL) (Gréafico 4).
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Gréfico 4. ACAO DO EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia heptaphylla SOBRE A ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL MEDIADA PELO RECEPTOR PPARp/d. As células U937 foram co-transfectadas
com 3 ug do plasmideo repérter PPRE-tk-luc e 1,5 pg do plasmideo de expressédo para PPARPB/d. Em
seguida cada triplicata de células recebeu um tipo de tratamento, de acordo com a seguinte ordem:
veiculo (DMSO/Etanol), controle positivo (bezafibrato) e concentracdes crescentes do extrato THH. A
atividade luciferease foi mensurada apés 24 horas de incubacéo. Os valores no eixo x representam a
atividade de luciferase, sendo que 1 é o valor definido para a atividade de luciferase em células tratadas
com veiculo. Bez: bezafibrato; THH: Extrato hexanico de Tabebuia heptaphylla. As barras representam a
média + erro padréo (n=8 experimentos em triplicata; a, b: p < 0,001; c: p < 0,01).

Nas transfec¢bes com o receptor PPAR y o pico de ativacdo apresentado foi de
8,79 (x 1,76) na concentracdo de 400 pg/mL. Tal resultado foi ligeiramente inferior a
ativacdo promovida pela rosiglitazona, 9,47 (+ 1,59), porém estatisticamente diferente

do veiculo (Gréfico 5).
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GRAFICO 5. ACAO DO EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia heptaphylla SOBRE A ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL MEDIADA PELO RECEPTOR PPARYy. As células U937 foram co-transfectadas com
3 ug do plasmideo repérter PPRE-tk-luc e 1,5 g do plasmideo de expressao para PPARy. Em seguida
cada triplicata de células recebeu um tipo de tratamento, de acordo com a seguinte ordem: veiculo
(DMSO/Etanol), controle positivo (rosiglitazona) e concentragdes crescentes do extrato THH. A atividade
luciferease foi mensurada apds 24 horas de incubacdo. Os valores no eixo x representam a atividade de
luciferase, sendo que 1 é o valor definido para a atividade de luciferase em células tratadas com veiculo.
Trog: troglitazona; THH: Extrato hexanico de Tabebuia heptaphylla. As barras representam a média +
erro padrao (n=8 experimentos em triplicata; a, b, c: P < 0,01 vs veiculo).
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4.4 O EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia heptaphylla INTERAGE DIRETAMENTE
COM OS RECEPTORES PPARa, PPARB/® E PPARy PARA PROMOVER A
ATIVACAO TRANSCRICIONAL DO GENE REPORTER

A proxima questao levantada foi quanto a interagéo direta do extrato THH com os
receptores PPARa, PPARB/d e PPARy. As hipéteses suscitadas foram de que a
ativacdo transcricional demonstrada pelo extrato THH poderia ser mediada por
diferentes mecanismos de interacdo: i) com os receptores PPARS; ii) com o elemento
responsivo PPRE; e iii) com o parceiro heterodimérico RXR. Para investigar a segunda
hip6tese, foram realizadas transfeccdes de células U937 com o plasmideo PPRE-tk-luc

na presenca e na auséncia de cada PPAR.

Como pode ser visto no Grafico 6, na auséncia do receptor, o bezafibrato
promoveu ativagdo transcricional do elemento responsivo em torno de 2,5 vezes. Por
outro lado, o extrato THH n&o apresentou nenhum efeito no elemento responsivo, assim

como a troglitazona.
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GRAFICO 6. ATIVIDADE DO EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia heptaphylla NA PRESENCA E
AUSENCIA DOS RECEPTORES PPARS. As células U937 foram co-transfectadas com 3 pg do
plasmideo repérter PPRE-tk-luc e 1,5 pg do plasmideo de expressédo para PPARa, PPARPB/3 e PPARY.
Em seguida cada triplicata de células recebeu um tipo de tratamento, de acordo com a seguinte ordem:
veiculo (DMSO/Etanol), controle positivo (bezafibrato 10* M para PPARa, PPAR/S e rosiglitazona 10°
M para PPARY) e extrato THH na concentragdo final de 800 pug/mL. A atividade luciferease foi mensurada
apos 24 horas em incubagdo. Os valores no eixo x representam a atividade de luciferase, sendo que 1 é
o valor definido para a atividade de luciferase em células tratadas com veiculo. As barras representam a
média = erro padréo (n=3 experimentos em triplicata; a: p, 0,05; b, d: p <0,01; c: p < 0,001).
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Descartada a possibilidade de interacdo direta com o elemento responsivo, 0
préximo passo foi avaliar a ligagdo do extrato THH ao receptor RXR. Foram entédo
realizados ensaios de gene-reporter através da co-transfeccao de células U937 com os
plasmideos de expressédo do receptor RXR e o plasmideo do gene-reporter PPRE-tk-
luc. Apos a eletroporacao, cada triplicata de células recebeu um tipo de tratamento de
acordo com a seguinte ordem: veiculo (DMSO/Etanol), controle positivo (acido 9-cis-
retindico) e concentracdes crescentes dos extratos.

Conforme os dados apresentados no Gréfico 7, o acido 9-cis-retindico foi capaz
de ativar 7,01 +1,02 vezes a transcricAo, 0 que representou uma diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao veiculo. O extrato THH aumentou a
atividade transcricional mediada pelo receptor RXR, com a taxa de 2,98 vezes na
concentracdo final de 400 pg/mL, entretanto essa acdo nao foi considerada

estatisticamente diferente do veiculo.
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GRAFICO 7. ACAO DO EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia heptaphylla SOBRE A ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL MEDIADA PELO RECEPTOR RXRa. As células U937 foram co-transfectadas com 3
pg do plasmideo reporter PPRE-tk-luc e 1,5ug do plasmideo de expressao para RXRa. Em seguida cada
triplicata de células recebeu um tipo de tratamento, de acordo com a seguinte ordem: veiculo
(DMSO/Etanol), controle positivo (acido-9-cis-retingico) e concentrages crescentes do extrato THH. A
atividade luciferease foi mensurada apds 24 horas de incubagdo. Os valores no eixo x representam a
atividade de luciferase, sendo que 1 é o valor definido para a atividade de luciferase em células tratadas
com veiculo. THH: Extrato hexanico de Tabebuia heptaphylla; 9-cis: Acido-9-cis-retindico. As barras
representam a média + erro padréo (n=4 experimentos em triplicata; a: p < 0,001).
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4.5 AVALIACAO DE VIABILIDADE DO EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia
heptaphylla SOBRE AS CELULAS U937

De acordo com as observacOes de perda gradual na capacidade de ativacao
transcricional pelo extrato, nas concentracdes superiores a 400 pg/mL, foi realizado
teste de viabilidade celular para avaliacdo de possiveis efeitos toxicos produzidos pelo
extrato THH sobre as células U937. As células U937 foram incubadas com veiculo
(DMSO:Etanol) e concentragbes crescentes do extrato THH (400, 800, 1200, 1600
pg/mL). Apos 24 horas, as células foram ressuspendidas em solucéo de corante azul de
Trypan. O aumento na permeabilidade da membrana plasmatica € efeito tipico de
citotoxicidade. Caso as células sofram essa alteracdo, o corante é internalizado,
corando essas células de azul. Aquelas que mantém a membrana plasmatica integra
ndo sao coradas. Assim, as células ndo coradas sdo consideradas viaveis, e as azuis
ndo viaveis. A taxa de mortalidade celular foi obtida considerando a porcentagem de
células ndo viaveis (coradas de azul) em relacdo a quantidade total de células (viaveis e
ndo viaveis) (Gréfico 8).

Conforme se pode observar pelo Grafico 8 , as concentra¢des 400 pg/mL e 800
Hg/mL apresentaram porcentagens de morte celular de 12,18% (£1,23%) e 15,5%
(x1,94%) respectivamente, valores muito proximos aquele apresentado pelo veiculo
(12% + 2,08%). Apesar das concentragdes 1200 pg/mL e 1600 pug/mL terem provocado
uma porcentagem maior de morte celular, 26,42% (x7,17%) e 24,65% (+5,50%)
respectivamente, quando comparadas ao veiculo, essas taxas ndo foram consideradas

estatisticamente diferentes.
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GRAFICO 8. AVALIACAO DE TOXICIDADE CELULAR DO EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia
HEPTAPHYLLA SOBRE CELULAS U937. Cada triplicata de células U937 recebeu um tipo de tratamento
veiculo (DMSO/Etanol) e extrato THH (400, 800, 1200, 1600 pug/mL) Apds 24 horas de incubacgédo, as
células foram ressupendidas em 250 pL de solucdo de azul de Trypan(0,2% em PBS). 10 pL das células
ressuspendidas foram aplicados na camara de Neubawer para contagem em microscopio. A taxa de
mortalidade celular foi obtida pela porcentagem de células néo viaveis (coradas de azul) considerando a
guantidade total de células (vidveis e ndo viaveis) como sendo 100%. THH: Extrato hexanico de
Tabebuia heptaphylla. As barras representam a média + erro padréo (n=3 experimentos em triplicata; p <
0,05).
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4.6 AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia heptaphylla
SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL MEDIADA POR OUTROS RECEPTORES
NUCLEARES (ERa, ERB, GR, PXR, TRa, TRB E CMV)

Dando continuidade a avaliacdo da especificidade da interacdo do extrato
hexanico de Tabebuia heptaphylla pelos receptores PPARa, PPARB/d e PPARYy,
ensaios subsequientes foram realizados com a utilizagdo de outros receptores
nucleares. Os ensaios de gene reporter em células U937 utilizaram os mesmos
parametros dqueles realizados com os receptores PPARs. A concentracdo de 800
pHg/mL do extrato THH foi selecionada baseada no ensaio de citotoxicidade, visto que foi
a maior concentracdo que ndo promoveu efeito toxico neste tipo de avaliacdo. Esta
concentracdo, assim como a de 400 pg/mL de THH, também apresentou forte
incremento na atividade transcricional mediada pelos PPARs.

Para os receptores nucleares ERa, ERB, PXR, TRa e TRp, todos os controles
positivos demonstraram ativacao transcricional estatisticamente diferente do veiculo. No
caso do receptor GR, a dexametasona ativou em torno de 2 vezes a transcricdo do
gene repérter, embora essa acdo ndo tenha sido considerada significante
estatisticamente (Grafico 9).

Ao contrario dos resultados obtidos nos experimentos de co-transfeccdo dos
plasmideos para expressdo de PPARa, PPAR[B/d e PPARy com o plasmideo repoérter
PPRE-tk-luc, sobre os receptores nucleares ERa, ERB, GR, TRa e TRP néo foi
observado aumento na atividade transcricional com o tratamento com THH. As
atividadea do plasmideo reporter luciferase conduzido pelo promotor do citomegalovirus
(CMV-luc) e do PXR, foram estimuladas pelo extrato THH, embora ndo de forma
estatisticamente significante. O promotor do citomegalovirus apresenta uma ativacédo
constitutiva independente de ligante. Dessa forma, um decréscimo na ativacdo pode
representar um efeito toxico, e um aumento em sua atividade pode indicar acao

inespecifica (Gréfico 9).
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GRAFICO 9. EFEITO DO EXTRATO HEXANICO DE Tabebuia heptaphylla SOBRE A ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL MEDIADA POR DIFERENTES RECEPTORES NUCLEARES. As células U937
foram co-transfectadas com o plasmideo de expressao do receptor e o plasmideo repérter nas seguintes
guantidades: 2 ug dos plasmideos para expressao ERa e ER[, 3 pg do plasmideo reporter ERE-tk-luc; 2
pg do plasmideo para expressao de GR, 3 ug do plasmideo repérter MMTV-tk-luc; 1,5 pg do plasmideo
para expressado de PXR, 3 ug do plasmideo repoérter DR3-tk-luc; 1 pg do plasmideo para expressao de
TRa e TRB, 4 ug do plasmideo reporter TRE-tk-luc. Em seguida cada triplicata de células recebeu um
tipo de tratamento, de acordo com a seguinte ordem: veiculo (DMSO:Etanol), controle positivo e extrato
THH na concentracao final de 800 pug/mL. Os controles positivos utilizados foram: estradiol 10° M (ERa e
ERP), dexametasona 107 M (GR), rifampicina 10°® M (PXR), T3 10° M (TRa e TRp). A atividade
luciferease foi mensurada apds 24 horas de incubacdo. Os valores no eixo x representam a atividade de
luciferase, sendo que 1 é o valor definido para a atividade de luciferase em células tratadas com veiculo.
As barras representam a média + erro padréo (n=3 experimentos em triplicata; a, b, c, d, e: p <0,001).
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4.7 EFEITO DE SUBSTANCIAS PRESENTES NA CASCA DE Tabebuia heptaphylla
SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL DOS RECEPTORES PPARa, PPARPB/S

E PPARY

Os resultados gerados nos ensaios anteriores sugerem interagcdo entre o extrato
hexanico de Tabebuia heptaphylla com os receptores PPARa, PPARB/d e PPARYy,
indicando uma interacdo direta com forte promocao da ativacao transcricional no
elemento responsivo PPRE. Assim sendo, esses dados fornecem indicios da presenca
de substancia(s) agonista(s) no extrato THH sobre os receptores PPARS.

Lapachol e a mistura de sitosterol e estigmasterol sdo substancias ja
identificadas em extratos de casca de Tabebuia heptaphylla. Em funcdo disso, estes
compostos foram utilizados em ensaios de gene-repérter com os receptores PPARQ,
PPAR [(3/d e PPARy de acordo com a metodologia ja descrita. Conforme pode ser visto
no Grafico 10, ndo foi observada nenhuma alteracdo no efeito transcricional mediado
pelos receptores PPARs promovida pelo lapachol e pela mistura de sitosterol e
estigmasterol.
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GRAFICO 10. ACAO DO SITOSTEROL/ESTIGMASTEROL E LAPACHOL SOBRE A ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL MEDIADA PELOS RECEPTORES PPARS. As células U937 foram co-transfectadas
com 3 pg do plasmideo repérter PPRE-tk-luc e 1,5ug do plasmideo de expressao para PPAR a, PPAR
B/d e PPAR y. Em seguida cada triplicata de células recebeu um tipo de tratamento, de acordo com a
seguinte ordem: veiculo (DMSO/Etanol), controle positivo e concentragbes crescentes de extratos. A
atividade luciferease foi mensurada ap6s 24 horas de incubagéo. (a) Agdo de sitosterol/estigmasterol e
lapachol sobre o PPARa. (b) de sitosterol/estigmasterol e lapachol sobre o PPARf/S. (c) Acdo de
sitosterol/estigmasterol e lapachol sobre o PPARy. Os valores no eixo x representam a atividade de
luciferase, sendo que 1 é o valor definido para a atividade de luciferase em células tratadas com veiculo.
Bez: bezafibrato; Trog: troglitazona. As barras representam a média + erro padrao (n=3 experimentos em
triplicata; a: p < 0,001).
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CAPITULO V - DISCUSSAO

A prevaléncia da obesidade, considerada como uma das principais condi¢cdes
para o desencadeamento dos distarbios metabdlicos relacionados a SM, ja alcangou
proporcdes epidémicas, sendo hoje considerada umas das doengas com maior impacto
sobre a saude publica nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento (GURI,
HONTECILLAS; BASSAGANYA-RIERA, 2006).

Pacientes com SM normalmente necessitam de associacdo de medicamentos
com o objetivo de tratar cada componente individual da sindrome (hipoglicemiantes,
insulina, estatinas, fibratos, antihipertensivos, aspirina, etc.). Frequentemente, além dos
efeitos benéficos na correcdo das alteracdes fisioldgicas, estes medicamentos também
promovem efeitos indesejados, como, por exemplo, o ganho de peso induzido pela
insulina (GURNELL, 2007). Em funcdo disto, é grande a demanda por um Unico
medicamento que seja capaz de corrigir os disturbios metabdlicos de modo eficiente e
gue apresente efeitos colaterais minimos.

Recentemente a industria farmacéutica tem se interessado especialmente pelos
ligantes de PPARSs, tanto por agonistas mais seletivos para um PPAR especifico,
guanto por duplo-agonistas e pan-agonistas, vislumbrando-os como futuros agentes
terapéuticos no combate aos componentes da SM. Ainda que teoricamente, 0 uso de
ligantes de PPAR combinados representa uma estratégia logica de correcdo do
metabolismo energético de um modo geral e do status inflamatério, sem promover o

ganho de peso exibido pelos agonistas de PPARY.

Nos ultimos anos, em torno de vinte e nove substancias duplo-agonistas e pan-
agonistas entraram em avaliagbes pré-clinicas e clinicas, sendo que dez destes
estudos foram interrompidos devido a ocorréncia de efeitos indesejados, tais como
cancer urotelial, ganho de peso, edema, hepatotoxicidade e eventos cardiovasculares
(BALAKUMAR et al.,, 2007). Os fibratos e as TZDs, assim como outros ligantes
sintéticos em desenvolvimento, tém igualmente apresentado efeitos toxicos

importantes, incluindo as complica¢gGes cardiovasculares.

Em conjunto, o avanco no conhecimento dos efeitos benéficos e das acdes

toxicas dos agonistas de PPARs em estudo tém fortalecido a relevancia clinica desses
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receptores, além de contribuir para o interesse em pesquisas com foco em novos
ligantes com propriedades mais seletivas e menos toxicas, tanto de origem sintética
guanto natural (BROWN; PLUTZKY, 2007).

Diversas espécies vegetais sdo empregadas ha milénios pela medicina popular
em todo mundo no tratamento de diversas patologias. De acordo com a Organizacao
Mundial da Saude, trés quartos da populacdo mundial utilizam recursos da medicina
tradicional para suprimir suas necessidades priméarias de assisténcia a saude, sendo
gue os principais empregados sédo as plantas medicinais ou seus componentes ativos
(HUANG et al.; 2005). Com base nos conhecimentos etnofarmacologicos, a prospecc¢ao
de recursos vegetais representa uma importante estratégia para a realizacdo de
screeening de extratos para o desenvolvimento farmacéutico de novos ligantes de
PPARs.

Relatos etnoboténicos citam o uso de espécies do género Tabebuia spp no
tratamento de diabete melito (NETO; MORAIS, 2003; WARASHINA; NAGATANI,
NORO, 2006). Com base nessa informacdo, um representante desse género, Tabebuia
heptaphylla, foi selecionado visando avaliar seu efeito sobre a atividade transcricional
mediada pelos receptores PPARs. Para atingir tal objetivo, foram realizados ensaios de
co-transfeccdo de células U937 com o plasmideo de expressdo para 0s receptores
PPARa, PPARPB/d e PPARY e com o gene repoérter PPRE-tk-luc, seguidos de tratamento
com os extratos aquoso, etanolico e hexanico de Tabebuia heptaphylla.

Ao contrario do esperado, o extrato aquoso de Tabebuia heptaphylla (THA) com
natureza hidrofilica, semelhante ao cha da casca e entrecasca (forma utilizada
popularmente), ndo demonstrou atividade alguma sobre os trés PPARs. A acédo do
extrato etanolico de Tabebuia heptaphylla (THE), apesar de apresentar ativacdo nos
trés receptores testados, ndo foi considerada estatisticamente significante frente ao
veiculo. Uma vez que se comprove cientificamente o efeito hipoglicemiante dos extratos
THA e THE, provavelmente essa acdo deva decorrer de outro mecanismo que nao seja

via ativagao direta dos receptores PPARSs.

Através de ensaios nas mesmas condi¢cdes supracitadas, o extrato hexanico de
Tabebuia heptaphylla (THH) foi capaz de ativar a transcricdo nos trés PPARs. Na

concentracdo de 400 pg/mL e 800 pg/mL, foram observadas ativacbes do receptor
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PPARa bem superiores a do controle positivo 3,75 (+ 0,50), sendo de 18,29 (+4,18) e
15,22 (+4,84), respectivamente. A ativacdo minima de 14 vezes obtida com 400 pg/mL
de THH representa quase quatro vezes aquela apresentada pelo bezafibrato. Em
relacdo ao PPAR[3/d, também se observou um aumento na atividade transcricional, com
ativacdo maxima de 21,85 (+3,08) na concentracdo de 400 ug/mL de THH, o que
representa mais de trés vezes aquela obtida pelo bezafibrato (4,37+0,79). No receptor
PPARYy, o pico de ativacdo foi de 8,79 (x 1,76) na concentracdo de 400 pg/mL. Tal
resultado foi ligeiramente inferior a ativacdo promovida pela rosiglitazona, 9,47 (+ 1,59).
Assim, a maior ativacdo nos trés PPARs foi obtida com 400 pg/mL, sendo que as
concentracdes superiores apresentaram reducao gradual na ativacao transcricional.

O aumento da atividade transcricional dos receptores PPARs promovido pelo
extrato THH ndo demonstrou ser resultado de interacdo direta com o elemento
responsivo PPRE ou com o receptor RXRa. A possibilidade dos resultados observados
serem decorrentes da ativacdo do receptor RXRa foi descartada, pois o extrato THH
aumentou a atividade transcricional mediada por esse receptor em torno de 3 vezes na
concentracao final de 400 pg/mL, sendo essa acdo ndo considerada estatisticamente
diferente do veiculo. Além disso, as taxas de ativacdes obtidas para os receptores
PPARs, foram bem superiores aquelas obtidas para o receptor RXRa, resultados esses
gue sugerem que o extrato THH aumenta a ativag&o transcricional por algum tipo de

interacao direta com os receptores PPARa, PPAR[B/d e PPARY.

No ensaio de citotoxicidade, foi observado que, embora as concentracdes 1200
pg/mL e 1600 pg/mL tenham provocado uma porcentagem maior de morte celular,
26,42% e 24,65% respectivamente, quando comparadas ao veiculo, essas taxas nao
foram consideradas estatisticamente diferentes. Apesar desse resultado indicar que o
extrato THH ndo apresenta alto risco para células, existem outros mecanismos de
toxicidade celular que podem ndo ser detectados por este método, tais como
diminuicdo no metabolismo celular e comprometimento na transcricdo de genes. Assim
sendo, sao necessarios outros testes de citotoxicidade para complementar a avaliacdo

dos efeitos toxicos do extrato de THH em células.
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A especificidade da interag&do do extrato hexanico de Tabebuia heptaphylla pelos
receptores PPARa, PPARPB/d e PPARy foi demonstrada por ensaios com outros
receptores nucleares. A concentracdo de 800 pg/mL do extrato THH foi selecionada
baseada no ensaio de citotoxicidade, visto que foi a maior concentracdo que n&o
promoveu efeito téxico neste tipo de avaliagdo. Para os receptores nucleares ERaq,
ERB, PXR, TRa e TR, todos os controles positivos demonstraram ativagéo
transcricional estatisticamente diferente do veiculo, com excecao do receptor GR.

Ao contrario dos resultados obtidos nos experimentos de co-transfeccdo dos
plasmideos para expressdo de PPARa, PPAR[B/d e PPARyY com o plasmideo reporter
PPRE-tk-luc, ndo foi observada ativagéo estatisticamente significante sobre ERa, ER},
GR, TRa e TRB, CMV-luc e PXR. O promotor do citomegalovirus apresenta uma
ativacéo constitutiva independente de ligante. Dessa forma, um decréscimo na ativagado
desse receptor pode representar um efeito toxico, € um aumento em sua atividade pode
indicar acdo inespecifica. Tais dados reforcam a hipotese de que alguma(s)
substancia(s) presente no extrato THH esta(do) interagindo de forma direta e especifica
com os receptores PPARa, PPAR(/d e PPARY.

Foram testadas as substancias isoladas em outros trabalhos provenientes de
extratos de Tabebuia heptaphylla, lapachol e mistura de sitosterol e estigmasterol. O
lapachol € uma das moléculas mais pesquisadas no género Tabebuia sp. A propriedade
anticancerigena dessa substancia foi a mais estudada, ndo tendo sido descrita ainda
nenhuma acdo sobre o metabolismo energético. Com base nessa informacdo e nos
resultados mostrados, provavelmente o lapachol ndo é o responsavel pela ativacdo da

sinalizacéo dos receptores PPARS.

As substancias B-sitosterol e estigmasterol pertencem ao grupo dos fitosterdis,
gue sdo compostos esteroidais provenientes de plantas. Normalmente sdo encontrados
em alimentos. Uma dieta rica em [-sitosterol e estigmasterol tem sido relacionada ao
efeito hipocolesterolémico. O mecanismo dessa acéo, possivelmente procede da
semelhanca estrutural com o colesterol, o que favorece uma competicdo na absorcao
intestinal (MARTINS et al., 2004; VANSTONE et al., 2002). Os resultados obtidos no
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presente trabalho indicam que essas substancias também ndo aumentam a atividade

transcricional via PPARSs.

O secoisolariciresinol é outro composto igualmente encontrado na Tabebuia
heptaphylla. Em estudos de modelos animais com diabete induzida, essa substancia
exibiu acdo hipoglicemiante, podendo em raz&o disto ser considerada um potencial
candidato para acao agonista em PPARs (PRASAD et al., 2000; BANSKOTA et al.,
2006). Além disso, em ensaios de Docking, o secoisolariciresinol demonstrou
importantes interacdes com o receptor PPAR[/d (resultados ndo mostrados). Entretanto

essa substancia nédo foi avaliada com relacdo a ativagdo dos PPARs .

Uma questdo importante refere-se as respostas esperadas para os agonistas de
PPARs; frequentemente elas estdo relacionadas as acfes desencadeadas pelo isotipo
especifico de PPAR ativado. Entretanto, a variabilidade de efeitos obtidos em estudos
in vivo e in vitro por ligantes sintéticos diferentes argumenta contra a suposi¢cdo acima
(BROWN; PLUTZKY, 2007). Ligantes de PPAR podem levar a um recrutamento
diferencial de proteinas correguladoras em cada tecido, que por sua vez promovem a
diversidade de funcdes do receptor e do padrdo de expressdo de genes-alvo. Assim, o
uso clinico de agonistas desses receptores envolve a compreensdo da interface entre
as respostas biolégicas e clinicas apresentadas em cada tecido e sistemicamente de
inUmeras vias que integram o metabolismo energético, a inflamacéo e a funcéo vascular
(PERAZA et al., 2006).

Comprovadamente a inducdo da sinalizacdo via PPAR promove melhora na
dislipidemia e na sensibilidade a insulina. Porém, até o momento, ndo se tém disponivel
no mercado medicamentos que ativem PPARs de modo seletivo para cada isotipo, ou
do tipo duplo ou pan-agonistas. Assim sendo, a descoberta e caracterizacdo de tais
compostos pode ser um importante passo para aplicagdes clinicas de moduladores de
PPARs em diversas patologias clinicamente relevantes, tais como a sindrome
metabdlica.

Os resultados apresentados acenam para possibilidades promissoras de
desenvolvimento de novos ligantes, visto que, o extrato THH pode conter moléculas

gue se enquadram tanto no grupo de moduladores seletivos, quanto no grupo de duplo
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ou pan-agonistas. Como base nestas possibilidades surgem as seguintes hipoteses: (i)
um unico composto pode atuar especificamente em um receptor (PPARa ou PPARf/S
ou PPARYy.), pode atuar como duplo-agonista (PPARa/PPARB/d, PPARa/PPARY,
PPARp/3, PPARY) ou ainda como pan-agonista (PPARa, PPARB/d ePPARY); (i) um
grupo de compostos pode atuar especificamente em um receptor (PPARa ou PPAR[/d
ou PPARYy.), pode atuar como duplo-agonista (PPARa/PPARB/d, PPARa/PPARY,
PPARpB/d, PPARY); ou ainda como pan-agonista (PPARa, PPARB/d ePPARY) (Figura
12).

Atuacéo especifica
sobre apenas um

receptor

/ \
Lo ] — I <+ [
e I

Figura 12. HIPOTESES DE ATUACAO DOS POSSIVEIS LIGANTES DOS RECEPTORES PPARS
PRESENTES NA CASCA DE Tabebuia heptaphylla.

Como conclusao, o fracionamento bio-monitorado do extrato da entrecasca de
Tabebuia heptaphylla pode determinar novas ac¢des para moléculas ja conhecidas, bem
como identificar moléculas inéditas com acfes potenciais sobre os trés receptores
PPARs, abrindo novas perspectivas para o combate de desordens fisiolégicas, como

por exemplo, aquelas caracteristicas da sindrome metabdlica.
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SUMARIO

Os estudos em células pré-monociticas (U937) demonstraram que o
extrato hexanico de Tabebuia heptaphylla foi capaz de aumentar a
atividade transcricional mediada pelos receptores PPARa, PPARB/S e
PPARY.

O extrato hexanico de Tabebuia heptaphylla ndo alterou a atividade

transcricional dos receptores ERa, ER[, GR, TRa e TR}.

O extrato hexénico de Tabebuia heptaphylla induziu discretamente a
transcricdo via PXR, RXRa e CMV, embora essa acdo nao tenha sido

estatisticamente significativa.

O extrato hexanico de Tabebuia heptaphylla ndo comprometeu a

viabilidade celular.

O lapachol e a mistura de B-sitosterol e estigmasterol ndo demonstraram

atividade agonista sobre receptores PPARSs.

O extrato aquoso de Tabebuia heptaphylla ndo promoveu alteracdo sobre

a atividade transcricional dos PPARS.

O extrato etandlico de Tabebuia heptaphylla promoveu inducdo sobre a
atividade transcricional dos PPARs, embora ndo estatisticamente

significativa.
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CAPITULO VI — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Comprovadamente a indugao da sinalizacdo via PPAR promove melhora na
dislipidemia e na sensibilidade a insulina. Porém, até o momento, ndo se tém disponivel
no mercado medicamentos eficazes e seguros que ativem PPARs de modo seletivo
para cada isotipo, ou do tipo duplo ou pan-agonistas. Assim sendo, a descoberta e
caracterizacdo de tais compostos pode representar um importante passo para
aplicacOes terapéuticas de moduladores de PPARs em diversas patologias clinicamente
relevantes, tais como a sindrome metabdlica.

No presente trabalho foi demonstrado que o extrato hexanico de Tabebuia
heptaphylla foi capaz de aumentar a atividade transcricional mediada pelos receptores
PPARa, PPARB/d e PPARY em células pré-monociticas (U937). O extrato THH induziu
discretamente a atividade do RXRa, parceiro heterodimérico dos PPARs. Além disso,
na presenca apenas do elemento responsivo PPRE (ou seja, na auséncia do receptor)
0 extrato THH n&o alterou a atividade transcricional. Estes resultados sugerem que o
efeito observado do extrato THH sobre o PPARa, PPAR[/d e PPARYy decorre de algum
tipo de interacdo direta e intensa com estes receptores. Esta interacdo parece ainda ser
especifica para os PPARSs, haja visto que o THH n&o ativou de forma estatisticamente
significante nenhum dos outros receptores nucleares testados (ERa, ERB, GR, PXR
TRa e TRp). Estes resultados fortemente indicam a presenca de substéncias na
Tabebuia heptaphylla que apresentem inducao de atividade transcricional via PPARs.

Os ligantes de PPAR apresentam natureza lipofilica, e talvez por isso, 0s
extratos aquoso e etandlico de Tabebuia heptaphylla ndo tenham apresentado inducao
estatisticamente significante sobre a atividade transcricional dos PPARs.

Nado foram encontradas referéncias sobre a comprovacdo da atividade
hipoglicemiante em modelos animais com diabete induzida ou de beneficios em outras
desordens metabdlicas para extratos de Tabebuia heptaphylla. Entretanto, a acéo
modulatéria observada sobre os PPARs sugere que o extrato THH possa exercer
funcdes regulatérias em mecanismo fisioldgicos importantes ligados ao metabolismo

energético. Ainda que o extrato hexanico de Tabebuia heptaphylla ndo tenha
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comprometido a viabilidade celular no teste utilizado, ndo ha seguranca alguma na
indicacdo de uso deste extrato para controle de disturbios metabdlicos, ndo sé pela falta
de correlagdo com estudos in vivo, como também por ndo haverem estudos de
administracéo oral com esse tipo de extragao, limitando assim a seguranca de uso.

As substancias isoladas com acao sobre os PPARs a partir do fracionamento do
extrato hexanico e etandlico poderiam ter o estudo de suas atividades complementado
com outros ensaios, tais como: GST pull down (avaliagdo do recrutamento de
coativadores), diferenciacdo de adipdcitos, ensaio de afinidade de ligacdo pelo receptor
e determinacdo da estrutura cristalografica do LBD dos PPARs ligado as substancias

isoladas.

A partir da comprovacao da modulacao da atividade sobre os receptores PPARS
e do aprofundamento do estudo das interagcdes com os receptores, também poderiam
ser realizados experimentos com animais para avaliacdo dos parametros metabdlicos
na presenca da substancia isolada, e futuramento testes clinicos em humanos para

avaliacao de eficacia e seguranca destes compostos.

Desta forma, as informacOes geradas no presente trabalho sdo extremamente
validas como base prospectiva para estudos que possibilitem o isolamento dos
compostos que exercem efeitos metabdlicos desejados, tanto in vitro quanto in vivo,
ampliando as possibilidades de intervencdes terapéuticas sobre as alteracfes

fisiolégicas que contribuem para o risco de doengas cardiovasculares.
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