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PREFACIO

Devido ao acelerado crescimento econémico e industrial das ultimas décadas,
os efeitos dos poluentes ambientais sobre a saude humana e de outros animais vem
se tornando uma preocupacao mundial. O mecanismo de acdo de muitas destas
substancias ainda n&o foi esclarecido, mas ja se sabe, por exemplo, que varias
delas possuem atividade desreguladora enddécrina (DE). Os DEs sdo compostos
exogenos capazes de interferir no funcionamento do sistema enddcrino e, além
disso, dados de estudos recentes demonstram que muitos destes DEs também sao
potencialmente obesogénicos. Essa caracteristica aumenta ainda mais o interesse
por se explorar esses compostos, visto que a obesidade € uma epidemia mundial
que predispde o desenvolvimento de uma série de outras doencgas, tais como
diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias e hipertensao arterial sistémica.

Durante o doutorado desenvolvi um trabalho com um tipo de poluente
ambiental pertencente a classe dos organoestanicos, os compostos de
dibutilestanho (DBT). Os DBTs sdo amplamente utilizados na fabricagédo de
materiais plasticos derivados do PVC (policloreto de polivinila), o que faz com que os
seres humanos estejam constantemente em contato com os mesmos. Os resultados
deste estudo mostraram que os DBTs sdo agonistas dos receptores nucleares
PPARYy (receptor ativado por proliferadores peroxissomais do tipo gama) e RXRa
(receptor retindide X do tipo alfa) e que possuem atividade DE promovendo a
adipogénese em ceélulas 3T3-L1. Esperamos que, juntamente com outros estudos,
esses resultados ajudem a compreender como esses compostos podem afetar a
saude humana.

Os resultados parciais desta pesquisa com o0s organoestanicos foram
apresentados em 2015 no Endocrine Society Annual Meeting (ENDO 2015) e agora,
com o trabalho finalizado, a expectativa é que o0 mesmo seja publicado em periédico
cientifico.

Um outro trabalho que desenvolvi durante o doutorado foi com o GQ-16, um
agonista parcial do PPARy que promove a melhora da resisténcia a insulina sem
provocar ganho de peso. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos deste novo
ligante sintético de PPARy sobre a expressdo de genes no coragdo de
camundongos com obesidade e resisténcia a insulina induzidas por dieta. Pelo fato



das tiazolidinadionas (TZDs) aumentarem o risco de mortes por causas
cardiovasculares, optou-se por se comparar 0s mecanismos de agdo de um agonista
total (rosiglitazona, uma TZD) e um parcial (GQ-16) na tentativa de ajudar a elucidar
os efeitos de ligantes de PPARYy neste tecido.

Este estudo com o GQ-16 encontra-se em andamento e os resultados
parciais, expostos no Apéndice B deste documento, também foram apresentados em
2015 no Endocrine Society Annual Meeting (ENDO 2015).

Atualmente, também estou inserida em um projeto de pesquisa com o intuito
de investigar as interagbes medicamentosas entre farmacos convencionais e as
especies vegetais constantes na Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse do Sistema Unico de Saude (RENISUS). Este estudo encontra-se em
andamento e, dentre outros objetivos, esta incluida a investigacdo da atividade
agonista ou antagonista destes extratos no PXR (receptor pregnano X).



RESUMO

Os organoestanicos sdao um grupo de compostos formados por um atomo de
estanho ligado covalentemente a um ou mais grupamentos organicos. Dentre estes,
o mais estudado é o cloreto de tributilestanho (TBT), um poluente ambiental com
atividade desreguladora endocrina. No entanto, ha poucos estudos com outros
organoestanicos, como por exemplo, os dibutilestanho (DBT). O objetivo deste
estudo foi investigar o efeito do diacetato, dicloreto, dilaurato e maleato de DBT
sobre a atividade transcricional dos receptores nucleares PPARy e RXRa e sobre a
adipogénese e a inflamagdo em cultura de células de mamiferos. De forma
semelhante ao cloreto de TBT, em ensaios de gene reporter, foi observado que o
diacetato, o dicloreto, o dilaurato e o maleato de DBT sdo agonistas parciais do
PPARYy. Ao contrario do cloreto de TBT, agonista total do RXRa, o dicloreto e o
dilaurato de DBT s&o agonistas parciais do RXRa. Além disso, a introdugéo da
mutacdo C285S, que impede a ligagdo do cloreto de TBT ao PPARYy, aboliu a
atividade transcricional deste receptor induzida por todos os compostos, sugerindo
que eles se ligam ao PPARy de modo similar ao cloreto de TBT. Em pré-adipdcitos
3T3-L1, todos os DBTs induziram a adipogénese via PPARy, embora em menor
intensidade que a rosiglitazona e o cloreto de TBT. Este efeito foi confirmado pela
expressdao dos marcadores adipogénicos Fabp4, Adipoq e Glut4. O co-tratamento
das células 3T3-L1 com os DBTs e o T0070907, antagonista especifico de PPARYy,
reduziu o acumulo lipidico, sugerindo que este efeito adipogénico ocorre via PPARY.
Além disso, o dicloreto, o dilaurato e o maleato de DBT reprimiram a expressao de
genes associados a resposta inflamatoria, tais como o Dcn, Fn1 e Vcam1, apesar
desses efeitos terem sido menos intensos que o da rosiglitazona e do cloreto de
TBT. De maneira interessante, em células RAW 264.7, apenas o cloreto de TBT e o
dilaurato de DBT diminuiram a expressdao de TNFa induzida por LPS. Esses
achados mostram que o diacetato, o dicloreto, o dilaurato e o0 maleato de DBT séao
agonistas parciais do PPARYy. Ainda, o cloreto de TBT e os compostos de DBT
induzem a adipogénese e reprimem genes associados a resposta inflamatoria em
cultura de células de mamiferos.

Palavras-chave: receptor ativado por proliferadores peroxissomais do tipo gama;
receptor retindide X do tipo alfa; tributilestanho; dibutilestanho; adipogénese; genes
associados a resposta inflamatéria



ABSTRACT

Organotins is a group of different chemical compounds that have a tin atom
covalently bound to one or more organic groups. The best studied organotin is
tributyltin chloride (TBT chloride) which is environmental pollutant and an endocrine
disruptor. However, there are few studies with other organotin compounds, such as
dibutyltin (DBT). The aim of this study was to investigate the effect of DBTs
diacetate, dichloride, dilaurate, and maleate on the transcriptional activity of the
nuclear PPARy and RXRa receptors, and on adipogenesis and inflammation in
mammalian cell cultures. Analogous to TBT chloride, in reporter gene assay, it was
observed that DBTs diacetate, dichloride, dilaurate, and maleate are partial agonists
of PPARYy. Unlike TBT chloride, which is a full agonist of RXRa, DBTs dichloride, and
dilaurate are partial RXRa agonists. Additionally, the introduction of the C285S
mutation, which disrupts TBT chloride binding to PPARYy, abrogated the DBTs
compounds transcription activity, suggesting that these compounds binds to PPARy
in the same binding pocket as TBT chloride. In preadipocytes 3T3-L1 cells, all DBTs
induced adipogenesis in a PPARy-dependent manner, although slighter than
rosiglitazone and TBT chloride. This effect was confirmed by the expression of
adipogenic markers such as Fabp4, Adipoq, and Glut4. Co-treatment of 3T3-L1 cells
with DBTs and T0070907, a specific PPARy antagonist, reduced fat accumulation,
suggesting that this adipogenic effect occurs through PPARy. Furthermore, DBTs
dichloride, dilaurate, and maleate inhibited the expression of inflammatory response-
related genes such as Dcn, Fn1, and Vcam1, even though these effects were weaker
than rosiglitazone and TBT chloride. Interesting, in RAW 264.7 cells, TNFa
expression induced by LPS was diminished only by TBT chloride and DBT dilaurate.
These findings indicate that DBTs diacetate, dichlorate, dilaurate, and maleate are
PPARYy partial agonists. Furthermore, TBT chloride and DBTs compounds induce
adipogenesis and repress inflammatory response-related genes in mammalian cell
cultures.

Keywords: peroxisome proliferator activated receptor gamma; retinoid X receptor

alpha; tributyltin; dibutyltin; adipogenesis; inflammatory response-related genes
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1 INTRODUGAO

Apos a Segunda Guerra Mundial, uma grande “revolugdo quimica sintética”
vem ocorrendo e causando uma significativa transformagdo no ambiente no qual
vivem diferentes espécies (1, 2). Desde entao, uma série de produtos quimicos tém
sido produzidos e espalhados no meio ambiente fazendo com que os humanos e
diversos animais, convivam, quase que obrigatoriamente, com essas substancias
(3).

Ainda ndo se sabe quais sao os efeitos da maioria desses compostos sobre o
funcionamento de sistemas biologicos. Entretanto, eles sdo considerados potenciais
fontes causadoras de danos aos seres vivos devido a algumas de suas propriedades
como lipossolubilidade, estabilidade quimica, degradacdo lenta, toxicidade e
bioacumulagdo (3-5). Além disso, também ha evidéncias de que varias destas
substancias interferem no funcionamento do sistema enddcrino, atuando como
desreguladores enddcrinos (DEs) (3).

A estrutura quimica dos DEs é bastante variada, no entanto eles possuem
algumas caracteristicas comuns como, hidrofobicidade, alta solubilidade em lipideos
e tamanho reduzido, em geral com massa molecular maxima de 1000 Daltons (3, 5).
Grande parte dos DEs exercem seus efeitos via membros da superfamilia de
receptores nucleares, tais como os receptores de estrogeno (ERa e ERp), de
progesterona (PR), de glicocorticéide (GR), do horménio tireoidiano (TRa e TRp),
receptores retindide do tipo X (RXRa, B e y) e os receptores ativados por
proliferadores peroxissomais (PPARa, 3/d e y) (6).

Inclusive, muitos desses DEs sdo considerados potenciais obesogénicos por
causarem hiperplasia e/ou hipertrofia de adipécitos e, desta forma, promoverem a
obesidade (7, 8).

Em 2002, surgiram os primeiros trabalhos sugerindo que, juntamente com
outros fatores, pode haver uma associagdo entre o crescimento da incidéncia da
obesidade e o aumento da presenga de diversos produtos quimicos no meio
ambiente (9). A partir dai, varios outros estudos foram realizados, tanto em modelos
animais (10, 11) quanto em humanos (12-14) demonstrando que uma série de
compostos quimicos sao capazes de induzir a adipogénese podendo contribuir para
o desenvolvimento da obesidade e dos disturbios associados a esta doenca, tais
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como o diabetes mellitus tipo 2, a resisténcia a insulina e a dislipidemia.

O cloreto de tributilestanho (TBT) € um dos DEs potencialmente obesogénico
mais encontrados no meio ambiente e um dos mais pesquisados (15). Este
composto ja foi amplamente utilizado como pintura anti-incrustante em barcos,
navios e estaleiros (16). Entretanto, seu uso foi proibido em 2008 devido aos seus ja
comprovados riscos para os ecossistemas marinhos (17, 18). Atualmente, é usado
como estabilizador na fabricacao do policloreto de polivinila (PVC) e também como
catalisador em diversos processos industriais (19). Os resultados de diversos
estudos mostram que a exposicdo ao cloreto de TBT induz a adipogénese em
cultura de células, por meio da ativagcdo do receptor ativado por proliferadores
peroxissomais do tipo gama (PPARYy) (20, 21). Além disso, provoca em modelos
animais, dentre outros efeitos, esteatose hepatica, ganho de peso corporal,
hiperinsulinemia e aumento da massa do tecido adiposo visceral (22, 23).

O dibutilestanho (DBT) € um outro exemplo de poluente ambiental que
pertence ao grupo dos organoestanicos (24). Os DBTs sao utilizados,
principalmente, como estabilizadores e catalisadores na fabricacdo de materiais
plasticos e de borracha, mas também como biocidas. Com todas essas aplicacdes,
podem ser encontrados em diversos produtos amplamente utilizados pelos seres
humanos, tais como canos de agua, pneus, roupas, pisos, luvas, embalagens
alimentares dentre outros (25-27).

Assim como o cloreto de TBT, o dicloreto de DBT €& potencialmente
hepatotéxico (28), imunotoxico (29) e neurotdxico (30). Porém, ao contrario do
cloreto de TBT, ha poucos trabalhos que investigaram os efeitos bioldgicos
decorrentes da exposicdo aos compostos de DBT. Além disso, quando realizados
sao focados principalmente em apenas um tipo, no dicloreto de DBT.

Baseado no que foi exposto, a proposta deste trabalho foi buscar
compreender alguns dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos na agao
de quatro tipos de DBTs, o diacetato, o dicloreto, o dilaurato e o maleato de DBT,
compostos com 0s quais 0s seres humanos estado frequentemente em contato e que

carecem de estudos em relagao aos seus efeitos na saude humana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RECEPTORES NUCLEARES

Os receptores nucleares (RNs) sao fatores de transcrigdo que regulam
diversas fungbes biologicas, tais como a homeostase, a reprodugdo, o
desenvolvimento e o metabolismo (31, 32).

Os RNs apresentam uma organizagdo estrutural comum formada por
diferentes regides, denominadas dominios, que podem executar suas fungbes de
maneira autdbnoma (33). A Figura 1 ilustra a estrutura dos RN, que de uma forma
geral sédo constituidos pela porgdo amino terminal (A/B), um dominio de ligagao ao
DNA (DNA binding domain - DBD) (C), uma regiao denominada de dobradica (hinge)
(D) e o dominio de ligagdo ao ligante (ligand binding domain - LBD) (E). Alguns
receptores também contém um dominio F localizado na regi&o carboxiterminal, cuja

funcdo ainda é desconhecida (32-34).

(A) DBD Hinge
N —( AF-1 I Zn I Zn ]—[ LBD | AF-2 | )— c
A/B Cc D E

(B)

LBD/AF-2 O* Ligante

AF-1

DBD

Figura 1. Estrutura dos receptores nucleares.

(A) Estrutura primaria mostrando o dominio amino-terminal (A/B) no qual se encontra o dominio de
fungéo de ativagdo 1 (AF-1), que ativa a transcricdo independente do ligante; dominio de ligagdo ao
DNA ou DBD (C), onde se localizam os dois dedos de zinco (Zn); Hinge ou dobradi¢a (D); dominio de
ligacdo ao ligante ou LBD (E) onde fica a fung¢édo de ativagdo 2 (AF-2); por¢do amino terminal (N) e
carboxiterminal (C). Alguns receptores nucleares possuem ainda um dominio F, ndo ilustrado na
figura. (B) Estrutura secundaria mostrando os dominios AF-1, DBD e LDB/AF-2 na presenca do
ligante. (Figura adaptada de Choi J-M, Bothwell ALM. The Nuclear Receptor PPARs as Important
Regulators of T-Cell Functions and Autoimmune Diseases. Molecules and Cells. 2012; 33(3): 217-222
(35)).
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O dominio amino terminal é altamente variavel entre os RNs, tanto em relagao
a sua sequéncia quanto ao seu tamanho, podendo ter de 50 até mais de 500
aminoacidos. Contém uma regido denominada de AF-1 (fungcdo de ativagcéo 1 -
activation function 1) que ativa a transcricao independente da presenga do ligante
(32, 33, 36). Também é nesta regido que varios RNs sao fosforilados, um tipo de
modificagdo pos-traducional que pode afetar significativamente a atividade
transcricional dos receptores (33).

O DBD ¢é o dominio mais conservado dos receptores nucleares. Contém nove
cisteinas, além de outros residuos que sao preservados entre os membros da
superfamilia de receptores nucleares (33, 36). A sua principal fungdo é reconhecer e
promover a ligagdo do receptor a regides especificas do DNA que ficam nos
promotores de seus genes alvo. Estas regides sdo denominadas de elementos
responsivos aos hormonios (hormone response elements — HREs) (32, 34, 37). Este
dominio também possui dois dedos de zinco (motivos de ligagdo ao DNA formados
por cerca de 60 a 70 aminoacidos), duas alfa hélices e uma extensao carboxila. Na
base do primeiro dedo de zinco, em uma regido denominada de “P box”, localizam-
se 0s aminoacidos que reconhecem os HREs. Ja na “D box”, que fica no segundo
dedo de zinco, estao os outros residuos que participam da dimerizagao do RN (33).

O dominio D nado é muito conservado entre os RNs e também pode ser
denominada de regido de dobradica pelo fato de servir como uma articulagao entre o
DBD e o LBD, permitindo a rotacdo do DBD e a interagdo dos RNs com multiplas
sequéncias de HREs (33, 36).

No LBD sé&o realizadas variadas fungbes e é nesta regido que ocorre a
dimerizacdo do receptor (homo ou heterodimerizagéo), a ligagdo dos ligantes e a
associacao do receptor a proteinas coativadoras e correpressoras. Neste dominio,
também esta localizado o motivo AF-2 (fungao de ativagao 2 - activation function 2)
que é responsavel pela ativagao transcricional dependente do ligante (32-34, 37). As
estruturas cristalograficas dos LBDs de varios RNs mostram que este dominio
contém 12 a-hélices numeradas de 1 a 12 (H1 a H12) e uma folha B-pregueada
(localizada entre as H5 e H6) conservadas. Estas estruturas se dobram formando
uma cavidade, predominantemente hidrofobica, denominada de bolso de ligagéo,
local onde o ligante se liga ao RN. O tamanho deste sitio de ligagao é extremamente
variavel entre os RNs (6, 33).
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Os seres humanos expressam 48 tipos de receptores nucleares que podem
ser classificados em trés grupos, dependendo da sua fungdo e dos seus ligantes
fisiologicos (32, 36, 37).

O primeiro grupo € formado pelos receptores enddcrinos, que possuem alta
afinidade por hormdnios lipossoluveis e vitaminas, tais como os TRs (receptores de
hormonio tireoidiano - thyroid hormone receptors), o VDR (receptor da vitamina D -
vitamin D receptor) e o RAR (receptor do acido retindico - retinoic acid receptor).
Também fazem parte desse grupo os receptores de horménios esteroides, como o
ER (receptor de estrégeno - estrogen receptor), o PR (receptor de progesterona -
progesterone receptor), o AR (receptor de andrégeno - androgen receptor), o GR
(receptor de glicocorticéide - glucocorticoid receptor) e o MR (receptor de
mineralocorticéide - mineralocorticoid receptor). Os receptores de esterdides agem
como homodimeros, enquanto que o TR, o VDR e o RAR formam heterodimeros
com o RXR (receptor retindide X - retinoid X receptor), sendo todos essenciais a
manutencao da homeostase e funcionamento do sistema enddcrino (36).

O segundo grupo é denominado de receptores orfaos adotados. Eram
considerados orfaos, por ndo possuirem nenhum ligante natural, e passaram a ser
denominados adotados apds a identificacdo dos mesmos. O primeiro RN adotado foi
0 RXR, depois da identificagdo do seu ligante endégeno com o qual ele apresenta
alta afinidade, o acido 9-cis retindico. Estéo incluidos nesse grupo os receptores que
apresentam baixa afinidade para lipideos dietéticos e xenobidticos, como por
exemplo: 0 RXR, o LXR (receptor hepatico X - liver X receptor), o FXR (receptor
farnesoide X - farnesoid X receptor), o PXR (receptor pregnano X - pregnane X
receptor) e os PPARs (receptores ativados por proliferadores peroxissomais -
peroxisome proliferator-activated receptors). Todos agem heterodimerizados com o
RXR, podendo ou ndo ser ativados por ligantes deste ultimo (sdo entédo
considerados como permissivos ou nao permissivos, respectivamente), sendo
essenciais para a regulagdo da homeostase de lipideos e de carboidratos (36).

Dentro deste segundo grupo de receptores orfaos adotados, ha também os
receptores 6rfaos enigmaticos adotados. Sdo assim denominados por possuirem um
ligante identificado para pelo menos um subtipo, sem no entanto estarem
esclarecidos os mecanismos de regulacéo da atividade transcricional dependente do
ligante. Exemplos: o LRH1 (receptor humano homélogo 1 hepatico - human liver
receptor homologue-1), o HNF4 (fator nuclear hepatocitario 4 - hepatocyte nuclear
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factor 4), o ERR (receptor relacionado ao estrogeno - estrogen receptor-related
receptor), o CAR (receptor androstano constitutivo - constitutive androstane
receptor), o SF1 (fator esteroidogénico 1 - steroidgenic factor-1) e o ROR (receptor
orfao relacionado ao retindide - retinoid-related orphan receptor) (36).

O terceiro grupo é formado pelos verdadeiros receptores orfaos, ja que nao
possuem ligantes naturais ou sintéticos identificados. Alguns exemplos sdo: o SHP
(parceiro heterodimero curto - short heterodimer partner), o TR (receptor testicular -
testicular receptor) e o NR4A (receptor nuclear 4A - nuclear receptor 4A). E bem
provavel que a atividade destes receptores seja regulada por sua propria expresséo,
pela disponibilidade de proteinas coativadoras, por modificagcbes covalentes ou por
uma combinagdo desses fatores. Ha também evidéncias de que alguns deles
possam estar envolvidos na regulagdao do metabolismo (36).

Os RNs também podem ser classificados de acordo com um Sistema
Unificado de Nomenclatura para a Superfamilia de Receptor Nuclear, criado em
1999. Baseado em uma arvore filogenética, que conecta todas as sequéncias de
RNs nucleares conhecidas, os mesmos sao identificados baseados nas subfamilias
€ nos grupos ao quais pertencem. O TRa, por exemplo, € identificado como NR1A1
(NR = nuclear receptor; subfamilia 1; grupo A; 1 = nimero que identifica o TRa
especificamente), enquanto o TRB, que pertence a mesma subfamilia e grupo,
recebe a designacdo NR1A2. Os autores podem continuar se referindo aos RNs
utilizando os seus nomes tradicionais, a recomendacéo é que pelo menos uma vez
ao longo do trabalho o mesmo seja identificado utilizando o sistema de letras e
nuameros (38).

2.1.1 Receptores Ativados por Proliferadores Peroxissomais

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs) sao fatores
de transcricdo regulados por ligantes que pertencem a superfamilia de receptores
nucleares (39, 40). Os PPARs receberam este nome devido a sua capacidade de se
ligar a substéncias quimicas conhecidas por induzir a proliferacdo de peroxissoma
em roedores (41). Estas organelas contribuem para a oxidagéo de acidos graxos,
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porém a sua proliferagcdo pode resultar em hepatomegalia e carcinogénese em
roedores (41), efeitos que felizmente ndo sdo observados em seres humanos (39).

Os PPARs controlam uma série de genes que estdo envolvidos na
adipogénese, metabolismo lipidico, inflamacdo, diferenciagdo celular e na
manutengdo do equilibrio metabdlico e do balango energético. Existem trés
isoformas deste receptor, o PPARa, o PPARB/® e o PPARYy, codificadas cada uma
por um gene, reguladas por diferentes ligantes e que também se diferem em relagao
a expressao tecidual (39, 40, 42).

Em 1990 foi clonado o primeiro isotipo dos receptores ativados por
proliferadores peroxissomais, o PPARa (NR1C1) (41). Ele encontra-se altamente
expresso em tecidos com elevadas taxas de oxidagcdo de acidos graxos, como
figado, intestino, coragao, rins e tecido adiposo marrom (43) e sua principal fungao &
regular a homeostase energética (44). No tecido hepatico, o PPARa estimula a
oxidagao de acidos graxos, a gliconeogénese e a cetogénese. E este aumento da
oxidagao de acidos graxos decorrente da ativagdo deste receptor reduz os niveis de
triglicerideos circulantes, a esteatose muscular e hepatica e também a adiposidade,
o que melhora a resisténcia a insulina (40).

Logo depois, em 1992, foram identificados e caracterizados mais dois isotipos
de PPARs, o PPARB/d (NR1C2) e o PPARy (NR1C3). O isotipo PPARPB/® foi
denominado inicialmente de PPAR[B quando foi isolado pela primeira vez de uma
biblioteca de odcitos de Xenopus (45). Em seguida, quando foi identificado que a
sequéncia da proteina do PPARB de mamiferos ndo apresentava uma alta
homologia com a proteina do PPAR de Xenopus, recebeu o nome de PPARS (pois
acreditava-se terem descoberto o quarto membro desta familia de receptores) (42).
Entretanto, mais adiante descobriu-se que os PPARs de mamiferos e Xenopus eram
ortdlogos do PPAR de anfibios. A partir dai, foi entdo proposto que este receptor
fosse designado como PPAR/d (40). Dentre os trés tipos de PPARSs, € o que possui
expressao tecidual mais ampla podendo ser encontrado na pele, intestino, placenta,
musculo esquelético, tecido adiposo e cérebro (43). O PPARPB/® participa do
processo de proliferacdo e diferenciacdo celular e também esta envolvido no
mecanismo de reparo tecidual. Além disso, controla a homeostase energética
estimulando a expressao de genes envolvidos na oxidagdo de acidos graxos (40,
46).
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O PPARYy é expresso principalmente no tecido adiposo, sendo considerado o
regulador chave da adipogénese (47). Por ser o foco do presente estudo, mais
adiante serdo dadas mais informagdes sobre este receptor.

Os PPARs apresentam a organizagao estrutural comum dos receptores
nucleares, formada por dominios e que ja foi descrita anteriormente. Apenas o LBD
destes receptores possui algumas caracteristicas que sdo especificas desta familia
de RNs como: (i) ser formado por 13 alfa hélices, ao invés das 12 que sao
observadas nos demais RNs. A hélice extra, denominada de H2', fica localizada
entre a primeira folha B pregueada e a H3; (ii) apresentar um bolso de ligagdo em
forma de Y e bastante amplo, com uma cavidade maior que o da maioria dos RN e
(iii) exibir a volta entre as H2’ e a H3, localizada na entrada do bolso de ligagéo,
muito flexivel, o que permite que grandes ligantes se liguem sem alterar
significativamente a estrutura do receptor (48).

Os PPARs executam suas acdes na forma de heterodimeros, associados aos
RXRs (NR2B) (49, 50), estes ultimos, designados como “receptores promiscuos” por
heterodimerizarem-se com uma série de outros RNs, como o TR, o VDR e o0 RAR
(33). Este heterodimero pode se formar tanto na auséncia como na presenga do
ligante (40), sendo considerado um dimero permissivo, pois pode ser ativado por
ligantes de PPARs ou de RXR, ou sinergicamente na presenga dos ligantes dos dois
receptores (33). Os elementos responsivos dos PPARs, denominados de PPREs
(peroxisome proliferator response elements), localizam-se nos promotores dos
genes alvos de PPAR e s&o constituidos de repeticbes diretas da sequéncia
consenso AGGTCA espagada por um nucleotideo, denominada de DR-1 (repeti¢cao
direta 1 - direct repetition 1) (49) (Figura 2).

PPAR LBD LBD RXR

A PPRE b(

Figura 2. Heterodimero PPAR-RXR.

Os PPARs executam as suas ag¢des na forma de heterodimeros associados ao RXR e se ligam a
sequéncias especificas de DNA localizadas nos promotores dos seus genes alvo, denominadas de
elementos responsivos aos proliferadores peroxissomais (PPREs). (Figura adaptada de Choi J-M,
Bothwell ALM. The Nuclear Receptor PPARs as Important Regulators of T-Cell Functions and
Autoimmune Diseases. Molecules and Cells. 2012; 33(3): 217-222 (35)).
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Os PPARSs regulam a atividade transcricional por meio de trés mecanismos: a
repressao independente do ligante, a ativagdo transcricional e a transrepresséo,
sendo os dois ultimos mecanismos dependentes de ligantes (32) (Figura 3).

A B

Complexo
correpressor

Complexo
coativador

Genes alvo
Q O rx_) do PPAR
7NN ONINYNY

C @
coativador
NF-kB PPAR (O RXR
PPAR O

Q

[ e [ e
AVUNUNIUNININININ \l\%f\l\l\l\

O Ligante O Ligante

+ ++ Genes alvo
| > do PPAR

O Ligante

Figura 3. Mecanismos de controle da atividade transcricional pelos PPARs.

(A) Repressao independente do ligante: o heterodimero PPAR/RXR encontra-se no nucleo celular
ligado constitutivamente aos PPREs em associagcdo com um complexo correpressor, o que reprime a
transcrigdo génica. (B) Ativacao transcricional dependente do ligante: a ligacdo de um agonista gera
uma mudanga conformacional que induz a liberagdo do complexo correpressor € a associagao de
proteinas coativadoras, que descompactam a cromatina, facilitando a ligagdo da maquinaria
transcricional basal ao promotor dos genes alvo, promovendo a transcrigdo. (C) Transrepressao
dependente do ligante: os PPARs podem suprimir a expressdo de genes pro-inflamatérios por
diferentes mecanismos, como por exemplo, ligando-se diretamente a outros fatores de transcrigdo
(como o NF-kB) ou competindo com os mesmos pela ligagdo a proteinas coativadoras, o que mantém
os genes inflamatérios reprimidos. (Figura adaptada de Choi J-M, Bothwell ALM. The Nuclear
Receptor PPARs as Important Regulators of T-Cell Functions and Autoimmune Diseases. Molecules
and Cells. 2012; 33(3): 217-222 (35)).

Na auséncia do ligante, o heterodimero PPAR/RXR encontra-se no nucleo
celular ligado constitutivamente aos PPREs em associagdo com um complexo
correpressor, o que reprime a transcrigdo génica. Esse complexo é formado por
proteinas correpressoras, como por exemplo o NCoR (correpressor do receptor
nuclear - nuclear receptor corepressor) e o SMRT (mediador do silenciamento dos

receptores retindide e do hormdnio tireoidiano - silencing mediator for retinoid and
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thyroid hormone receptors) e também pelas HADCs (histonas deacetilases - histone
deacetylases), enzimas que mantém a cromatina compactada, impedindo que ocorra
a transcrigéo (51).

O seu mecanismo classico de agao, denominado de ativagao transcricional ou
transativagcdo, € dependente do ligante e a resposta consiste em um aumento da
expressao dos genes regulados positivamente por estes receptores (40). Neste tipo
de regulacéo, a ligagcado de agonistas ao PPAR gera a movimentagédo da H12, que se
fecha e faz com que o LBD adquira uma estrutura mais compacta e rigida. Essa
mudang¢a conformacional, induz a liberagdo do complexo correpressor e cria, na
superficie do receptor, uma regidao hidrofébica que possui alta afinidade com
proteinas coativadoras (6, 51, 52). Os coativadores, como por exemplo os da familia
de proteinas p160/SRC e os p300/CBP, atuam modificando a estrutura da
cromatina, através de suas atividades como histona acetiltransferases ou recrutando
estas enzimas, deixando-a menos compacta e permitindo assim que ocorra a
transcricdo (53). Esta atividade permite aos PPARs regularem positivamente os
genes envolvidos no controle do metabolismo lipidico e da homeostase da glicose
(54).

Os PPARs também podem regular negativamente a expressao génica de
maneira dependente do ligante, por meio da transrepresséo, que € a forma pela qual
estes receptores inibem a expresséo de genes inflamatorios. Ndo ha um mecanismo
unico que explique este tipo de regulagdo, mas sim, varios, e que podem se
diferenciar dependendo da isoforma de PPAR e também do tipo celular estudado
(54). Ao contrario da repressao e da transativagao, a transrepressdo nao envolve a
ligagdo dos PPARs aos seus PPREs (51). A seguir, ha alguns exemplos deste tipo
de regulacao da expressao génica.

Estudos sugerem que os PPARs suprimem a expressdo de genes pro-
inflamatorios ligando-se diretamente a outros fatores de transcrigdo (54). O trabalho
de Delerive e colaboradores mostrou que, por meio de interagdes proteina-proteina,
o PPARa se liga ao NF-kB (fator nuclear kappa B - factor nuclear kappa B) e a AP-1
(proteina ativadora 1 - activating protein-1) impedindo a ligagcdo dos mesmos aos
seus genes alvos, como por exemplo a IL-6 (interleucina 6 — interleukin 6) (55).

Os PPARs também podem reprimir genes inflamatérios competindo com
outros fatores de transcricdo pela ligagdo com proteinas coativadoras (54). O
PPARYy, por exemplo, compete com o NF-kB e a AP-1 pelos coativadores CBP/p300
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e SRC-1, o que impossibilita a ligagdo dos mesmos aos promotores dos seus genes
alvos, tal como o INOS (6xido nitrico sintase induzivel - inducible nitric oxide
synthase), reprimindo desta forma a sua transcrigao (56).

A transrepressao também pode ocorrer por meio de uma modificacdo pos-
traducional que envolve a ligagdo da proteina SUMO (small ubiquitin-like modifier)
aos PPARs. Em condicbes basais, o complexo correpressor NCoR inibe a
transcricao dos genes iINOS e TNFa e, na presenga de um sinal inflamatdrio, este
complexo € removido com consequente transcricdo destes genes. No entanto, a
SUMOilacao do PPARy dependente de ligante, faz com que este receptor se ligue a
este complexo impedindo que o mesmo seja ubiquitinado. Como resultado, o
complexo NCoR néao se desliga dos promotores iINOS e TNFa, mantendo assim os
genes reprimidos (57, 58).

2.1.1.1  Receptores Ativados por Proliferadores Peroxissomais do Tipo
Gama

Nos seres humanos, o gene PPARG esta localizado no cromossomo 3 na
posigao 3p25 e é transcrito em quatro diferentes tipos de RNA mensageiros (mMRNA)
que sao o -y1, -y2, -y3 e -y4, cada um originario de um promotor diferente. Ja em
camundongos, apenas dois subtipos de mRNA foram detectados, -y1 e -y2. Apesar
de existirem quatro subtipos de mRNA, em humanos o PPARYy é expresso de duas
formas, como PPARy1 e PPARY2, em um processo resultante do uso de diferentes
promotores e splicing alternativo. Os mRNAs dos PPARy1, -y3 e -y4 dao origem a
mesma proteina, o PPARy1 (que possui 477 aminoacidos), enquanto que o mRNA
do PPARy2 codifica a proteina PPARy2, que possui 30 aminoacidos adicionais
localizados na porgao amino terminal (59).

O PPARYy1 possui uma expressao tecidual mais ampla e pode ser encontrado
em baixos niveis no cérebro, em células epiteliais intestinais e vasculares, em
adipdcitos, macrofagos e em células musculares cardiacas e esqueléticas. Ja o
PPARYy2 é expresso de forma seletiva e em altos niveis nos tecidos adiposos branco
e marrom (40).
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Ja foram identificados diversos ligantes de PPARYy e entre os ligantes naturais
encontram-se os acidos graxos poliinsaturados e seus derivados (eicosandides)
(60), a prostaglandina J2 (15-Deoxy-Delta-12,14-prostaglandin J2 - 15d-PGJ2) (61) e
as lipoproteinas oxidadas de baixa densidade (oxoLDL) (62). Os ligantes sintéticos
incluem as tiazolidinadionas (TZDs), que possuem alta afinidade pelo PPARy, como
por exemplo a rosiglitazona, a pioglitazona e a troglitazona, que ja foram bastante
utilizadas clinicamente como drogas sensibilizadoras de insulina em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 (63-65).

Uma caracteristica comum a alguns destes ligantes € o fato deles se ligarem
ao PPARy por meio de uma ligacdo covalente com a cisteina 285, que fica
localizada na H3 do LBD do receptor. Alguns exemplos sdo os ligantes naturais
prostaglandina J2 e os acidos eicosatetraendicos oxidados (oxoETEs) (66).
Inclusive, resultados de estudos mostram que mutagcdes nesse aminoacido
praticamente suprimem a ativagcdo do PPARy por alguns acidos graxos de
ocorréncia natural (66-68).

Também ja se encontra relatado na literatura que certos ligantes sintéticos se
ligam a cisteina 285. Leesnitzer e colaboradores mostraram que o GW9662, um
antagonista especifico do PPARYy, realiza uma ligagdo covalente com este residuo
(69). Além deste ligante, resultados de um estudo realizado por pesquisadores do
nosso grupo de pesquisa indicaram que o GQ-16, um agonista parcial especifico de
PPARYy, também interage diretamente com esta cisteina (70). E, mais recentemente,
Harada e colaboradores demonstraram, por meio de estrutura cristalografica, que o
poluente ambiental cloreto de tributilestanho se liga ao LBD do PPARYy por meio da
interagcdo com este aminoacido (71).

Esses resultados indicam que a ligagao a esse residuo parece ser essencial
para a ativagao do PPARY por estes ligantes (66).

2.1.1.1.1 PPARYy e Adipogénese

O PPARy é considerado o regulador chave da adipogénese (72, 73) e
promove a diferenciagao de adipdcitos juntamente com outros fatores de transcrigao
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denominados de proteinas C/EBPs (proteinas de ligagdo ao amplificador CCAAT -
CCAAT-enhancer-binding proteins) (65, 74).

Na presencga de estimulos adipogénicos tais como insulina e glicocorticéides,
observa-se no inicio da diferenciagdo, um aumento rapido e transitorio na expressao
de C/EBP e C/EBPd (75, 76). Esta cascata transcricional induz a expressao, quase
que simultaneamente, do PPARy e do C/EBPa (74), que sao os responsaveis por
promover a expressao de varios genes, tais como: (i) genes que caracterizam o
fendtipo de adipécito maduro (77), como FAT/CD36 (translocase de acido graxo
CD36 - fatty acid translocase CD36) (78), a Fabp4 (proteina ligadora de acido graxo
4 - fatty acid binding protein 4) que foi identificada inicialmente como proteina 422
(79) e a perilipina, uma proteina que recobre a superficie das goticulas de gordura
(80); (ii) genes relacionados com o metabolismo lipidico, tais como a acido graxo
sintetase (81), a estearoil-CoA-desaturase e a acil-CoA-sintetase (82) e (iii) genes
relacionados com o aumento da sensibilidade a insulina, como o Glut4
(transportador de glicose tipo 4 - glucose transporter type 4), promovendo também o
aumento no numero de receptores de insulina (83, 84).

A importancia do PPARy e do o C/EBPa nesse processo de diferenciacao de
adipocitos pode ser constatada a partir dos resultados de estudos mostrando que a
expressao ectopica do PPARYy é capaz de induzir a diferenciagdo em adipécitos de
células ndo comprometidas com a diferenciacdo adipocitaria, como por exemplo os
fibroblastos NIH-3T3 (73) e até mesmo a transdiferenciacdo de mioblastos em
adipécitos (85). De modo bem semelhante, a expressao ectopica de C/EBPa em
pré-adipdcitos também promove a adipogénese. Contudo, trabalhos sugerem que o
PPARy seja o principal regulador deste processo, ja que fibroblastos que nao
expressam este receptor sdo incapazes de se diferenciarem em adipécitos, mesmo
quando o C/EBPa é acrescentado em niveis elevados (65).

Os estudos in vivo também ilustram bem o papel deste receptor na
adipogénese. Em camundongos, a mutacdo do PPARy em homozigose é
incompativel com a vida, levando os embrides a morte bem no inicio da gestacao
(aproximadamente 10 dias) (86). J& em humanos, mutagbes heterozigotas nao

dominantes no gene PPARG estao associadas a lipodistrofias (87, 88).
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2.1.1.1.2 PPARYy, Resisténcia a Insulina e Inflamagéo

Além da expressao dos genes que caracterizam o fendtipo de adipdcitos,
assim como daqueles que participam do metabolismo lipidico, os adipocitos também
sintetizam e secretam uma série de outras moléculas, que em conjunto sao
denominadas de adipocinas (89, 90).

Durante muito tempo o tecido adiposo foi visto apenas como um reservatorio
passivo de gordura (89, 90). Os primeiros relatos sobre a existéncia de adipocinas
sdo da década de 1980, quando Cook e colaboradores encontraram no plasma
sanguineo uma proteina originaria de adipocitos, que foi designada como adipsina,
que esta diretamente relacionada a obesidade (91). Entretanto, foi a partir de 1994,
com a identificagdo da leptina (92), que o tecido adiposo passou a ser reconhecido
como um o6rgdo enddcrino metabolicamente ativo (90). A partir dai, ja foram
descobertas cerca de 50 adipocinas (93), como a adiponectina (94), que age
aumentando a sensibilidade a insulina (95) e a resistina, cuja secreg¢ao influencia
negativamente a acao deste horménio (96).

Muitas destas adipocinas sdo citocinas pré-inflamatérias que agem tanto
localmente (agao autdcrina/paracrina), quanto sistemicamente (agao enddcrina),
contribuindo para o desenvolvimento de uma série de fisiopatologias, como a
resisténcia a insulina e a inflamacéo, condi¢bes que estdo diretamente associadas
com a obesidade (89, 93).

A obesidade contribui para essas desordens metabdlicas pelo fato da
hipertrofia dos adipécitos causar intensa secregao de citocinas pro-inflamatérias por
esse tipo celular, como o TNFa (fator de necrose tumoral alfa - tumor necrosis factor
alpha) (97) e a IL-6 (98). O principal efeito dessas citocinas é diminuir a captacao de
glicose pelas células, pois provocam a redugao da fosforilagdo do IRS1 (substrato 1
do receptor de insulina - insulin receptor substrate 1) e também da expresséo e da
translocacdo do Glut4 do citoplasma para a membrana celular (99, 100). Desta
forma, a medida que o tecido adiposo aumenta, particularmente o tecido adiposo
visceral, mais comprometida fica a agao da insulina nesse compartimento, levando a
um quadro sistémico de inflamagao e resisténcia insulinica (89). O tecido adiposo
visceral esta mais relacionado ao desenvolvimento da sensibilidade a insulina pelo

fato de secretar uma maior quantidade de citocinas pro-inflamatérias em
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comparagao ao deposito subcutaneo (98).

Ja se encontra bem relatado na literatura que a ativacdo do PPARYy esta
associada a melhora da resisténcia a insulina e inflamacéo. No entanto, ainda nao
se encontram totalmente esclarecidos como essas respostas sdo desencadeadas e
ha evidéncias de que n&o apenas um, mas varios mecanismos estejam envolvidos
(64). A resisténcia a insulina é definida como a incapacidade das células ou tecidos
de responderem aos niveis fisiologicos de insulina, sendo uma condi¢gao
caracteristica do diabetes mellitus tipo 2 (101).

Resultados de estudos in vitro mostraram que a ativacdo de PPARYy pela
ciglitazona aumentou a expressao do Glut4, um transportador de glicose estimulado
pela insulina, o que reduziu a glicemia (83). Além disso, em modelos animais foi
observado que a rosiglitazona aumentou a captagado de acidos graxos pelo tecido
adiposo e diminuiu a captagéo destes pelo figado e musculo esquelético, estes dois
ultimos, tecidos mais sensiveis a acao da insulina (102).

Um outro possivel efeito decorrente da ativagdo do PPARYy esta relacionado a
capacidade das TZDs em estimular a formagao de adipdcitos de diametros menores.
Ratos obesos foram tratados com troglitazona durante 15 dias e, apesar de nao
terem apresentado mudangas no peso total do tecido adiposo branco apds esse
periodo, foi possivel observar um aumento no numero de adipdcitos pequenos (<
2500 pmz), mais sensiveis a insulina, bem como uma inducdo da apoptose dos
adipécitos maiores (> 5000 ym?), que sd@o mais resistentes a sua acdo. Esta TZD
também normalizou os niveis de TNFa, que eram cerca de duas vezes maiores nos
ratos obesos em relagcao aos controles (103).

Observa-se também que as TZDs causam uma alteragdo no perfil de
adipocinas secretadas pelo tecido adiposo (104). O tratamento com estes agonistas
de PPARy promove um aumento na secregao de adiponectina (95) e redugéo dos
niveis de resistina (96), promovendo a melhora da resisténcia a insulina.

Resultados de estudos com humanos também ajudam a explicar o aumento
da sensibilidade a insulina decorrente da ativacdo do PPARy. Pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 tratados com troglitazona apresentaram aumento do tecido
adiposo subcutaneo com consequente reducido ou manutengao do tecido adiposo
visceral (105, 106). Estes resultados indicam que a melhora da resisténcia a insulina
pode estar associada a esta redistribuicdo da gordura em diferentes depdsitos de
tecido adiposo, o que favoreceria a acdo da insulina no tecido subcutaneo,
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compartimento menos resistente a sua agao (107).

Uma outra possibilidade relatada é que modificagdes pds-traducionais deste
receptor podem contribuir para a reducdo da resisténcia a insulina. Choi e
colaboradores observaram que as TZDs e outros agonistas parciais agem inibindo a
fosforilagéo da serina 273 do PPARYy pela Cdk5 (ciclina dependente de quinase 5 -
cyclin-dependent kinase 5), uma quinase que pode ser ativada por varias citocinas
pré-inflamatérias. A fosforilagdo deste aminoacido causa a diminuicao da expressao
da adiponectina, uma adipocina cujas concentragdes plasmaticas estao diretamente
relacionadas com o aumento da sensibilidade a insulina. Tanto em animais como em
humanos, a melhora da sensibilidade a insulina também estava relacionada com a
diminuigao da fosforilagado do PPARY via Cdk5 (108).

Além do tecido adiposo, o PPARy também é expresso em células da parede
vascular, como macréfagos, células endoteliais e células musculares lisas (36). Ha
varias evidéncias de que a ativagao deste receptor pelas TZDs pode ser benéfica
para pacientes com aterosclerose, uma doenga crénica caracterizada pelo acumulo
de lipidios e tecido conjuntivo fibroso nas grandes artérias, acompanhada por uma
resposta inflamatoéria local (109).

A ativacédo deste receptor inibe a proliferacdo e a migracdo de células do
musculo liso vascular e suprime a expressdo de citocinas pré-inflamatérias nos
macréfagos, tais como IL-6, IL-18 e TNFa (110, 111). A atividade anti-aterogénica
desencadeada pela ativagdo do PPARy também inclui a indugdo da expressao de
proteinas envolvidas no transporte reverso de colesterol (109).

Diante de tudo o que foi exposto, ndo €& surpreendente que drogas anti-
hiperglicemiantes tenham como alvo o PPARy. As TZDs, agonistas sintéticos deste
receptor, sdo exemplos de farmacos utilizados no controle do diabetes mellitus tipo 2
(112, 113). Entretanto, o uso da rosiglitazona foi suspenso no Brasil (114) e na
Europa (115), enquanto a pioglitazona teve seu uso proibido em varios paises da
Europa (116), em decorréncia dos sérios efeitos adversos decorrentes do seu uso.
Nos Estados Unidos, a partir de 2010, o uso da rosiglitazona passou a ser restrito.
Contudo, o FDA (U. S. Food and Drug Administration) removeu estas restricbes no
final de 2013, garantindo que os beneficios do medicamento compensavam os seus
riscos. Esta medida foi tomada apds a constatacdo de que ndo houve diferengas no
risco de ataques cardiacos entre pacientes tratados com TZDs e outras drogas

utilizadas no tratamento do diabetes mellitus tipo 2, como a metformina e as
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sulfoniluréias (117).

Além do aumento do risco de infarto do miocardio e de mortes por causas
cardiovasculares (118), que levou a proibicdo do uso da rosiglitazona em alguns
paises, € também observada uma maior fragilidade esquelética em decorréncia do
seu uso (119).

Uma meta-analise que avaliou 42 estudos mostrou que pacientes diabéticos
que faziam uso de rosiglitazona, tiveram um aumento no risco de infarto do
miocardio e também de morte por causas cardiovasculares (118). Estudos também
demonstraram que a principal causa do aumento da mortalidade cardiaca em
pacientes diabéticos tipo 2 que faziam uso de TZD é o fato destes farmacos
aumentarem a retencao hidrica (47).

Na literatura também ha diversos relatos sobre o maior risco de fraturas que
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 apresentam (120-123). Em um estudo
observacional, mulheres diabéticas que faziam uso de troglitazona, pioglitazona ou
rosiglitazona foram acompanhadas durante 4 anos e verificou-se que o uso destes
farmacos estava associado a uma perda Ossea significativa em diversos sitios
esqueléticos (124). Como adipécitos e osteoblastos originam-se do mesmo tipo
celular (células mesenquimais progenitoras da medula 6ssea), a ativagdo desta
isoforma de PPAR pelas TZDs acaba favorecendo a diferenciagcéo destas células em
adipécitos ao invés de osteoblastos (células responsaveis pela produgdo da matriz
O0ssea), 0 que explica esta fragilidade esquelética (119, 125, 126). Outro dado
interessante € que mesmo em mulheres ndo diabéticas, o uso de rosiglitazona por
apenas 14 semanas também influenciou negativamente o equilibrio do tecido
esquelético, o que foi verificado por meio da diminuicdo dos niveis séricos de
marcadores de atividade de osteoblastos (119).

Analisando estes resultados, ficam evidenciadas as implicagdes negativas
que a ativagdo do PPARYy causa no sistema cardiovascular e na integridade 0ssea,
apesar dos efeitos benéficos de regulagdo da glicemia, da sensibilidade insulinica,
do metabolismo lipidico e da inflamagao. Devido a isso, € crescente o interesse por
se desenvolver farmacos que ativem parcialmente o PPARy, na tentativa de nao
“superativar”’ este receptor e obter-se as ag¢des benéficas com o minimo de efeitos
adversos (70, 108, 127, 128).
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2.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS

O ambiente quimico ao qual os seres humanos estao expostos vem mudando
de forma significativa. Apos a Segunda Guerra Mundial, com o crescimento
econdmico e industrial, numerosos compostos vém sendo produzidos e liberados no
meio ambiente em larga escala (1, 3). Consequentemente, os seres humanos estéao
a todo momento em contato com varios desses produtos quimicos, tais como
pesticidas, corantes, pigmentos, medicamentos, aromas, perfumes, plasticos,
resinas, borrachas dentre outros (3, 9). Com todas essas fontes de exposi¢céo, ha
também uma crescente preocupagao em relagao aos efeitos destes compostos tanto
no meio ambiente, quanto nos animais que nele vivem, incluindo os seres humanos
(1).

Muitos desses produtos s&o classificados como poluentes organicos
persistentes (Persistent Organic Pollutant, POPs) que, por definicdo, séao
substancias que persistem no meio ambiente, apresentando meia vida de anos ou
décadas no solo e nos sedimentos e de varios dias na atmosfera (129). De uma
forma geral, os POPs também séo lipofilicos, hidrofébicos, quimicamente estaveis e
apresentam potencial de bioacumulagdo, ou seja, se movimentam ao longo das
cadeias alimentares. Devido a todas essas propriedades, mesmo que os efeitos de
varios POPs sobre o funcionamento de sistemas bioldégicos ainda sejam
desconhecidos, sdo considerados potenciais fontes causadoras de danos aos seres
vivos (4, 129).

Outro aspecto preocupante é que também ha evidéncias de que varias destas
substancias interferem no funcionamento do sistema enddcrino, atuando como
desreguladores enddcrinos (DEs) (3). Os DEs sao agentes exdgenos que interferem
na sintese, secreg¢ao, transporte, metabolismo, ligagdo ou eliminagdo de hormdnios
naturais presentes no organismo, que sao responsaveis pela manutencdo da
homeostase, pela reprodugéo e pelo processo de desenvolvimento (130).

O grupo de moléculas identificadas como DEs é bastante heterogéneo e inclui
tanto compostos naturais como sintéticos (5). Os fitoestrogenos, compostos com
atividade estrogénica mais fraca que a dos estrogénios endogenos, sao exemplos
de DEs naturais. Eles podem ser encontrados em diversos alimentos, tais como

graos, alguns fungos, ervas, gramineas, leguminosas e frutas. Ja os DEs sintéticos
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sdo compostos organicos, de origem antropogénica, ou seja, que sao encontrados
no meio ambiente em decorréncia de atividades humanas, sintetizados a partir do
carbono e de outros elementos, como o hidrogénio, o nitrogénio e o cloro (131). Para
exemplificar, podem ser citados os bifenilos policlorados (PCBs) e as dioxinas
(usados na industria como solventes e lubrificantes); os retardadores de chama
polibromados (como os éteres difenilicos polibromados — PBDEs e os bifenilos
polibromados — PBBs, que ajudam a retardar ou impedir a combust&o); o bisfenol A
(BPA) e os ftalatos (ambos utilizados na fabricagdo de plasticos); os
organofosforados (como o dicloro-difenil-tricloroetano, DDT, usado como pesticida);
a vinclozolina (fungicida), o dietilestilbestrol (farmaco), os metais pesados (como o
cadmio e o chumbo) e alguns produtos de uso doméstico incluindo produtos de
limpeza, purificadores de ar, tintas para cabelo, cosméticos e protetores solares (5,
131-133).

Os seres humanos podem entrar em contato com os DEs de varias formas,
seja por meio da sua ocupagao, da ingestdo de agua e alimentos e pelo contato com
0 meio ambiente (agua, solo e ar) (133).

Esses compostos podem exercer suas agdes desreguladoras endocrinas via
receptores de hormoénios esterdides nao nucleares (como os receptores de
estrogeno de membrana), receptores néo esterdides (por exemplo, os receptores de
neurotransmissores tais como o0s receptores de serotonina, de dopamina e de
noradrenalina) e receptores 6rfaos (como o receptor de hidrocarboneto de arila). Os
DEs também desencadeiam seus efeitos através de vias enzimaticas envolvidas na
biossintese e/ou metabolismo de esterdides e por meio de numerosos outros
mecanismos que convergem para os sistemas endodcrino e reprodutivo (5, 131).

Embora os DEs tenham uma estrutura quimica bastante variada, eles
possuem algumas caracteristicas que s&o comuns aos ligantes de receptores
nucleares, como pequena massa molecular (geralmente inferior a 1000 Daltons) (5)
e natureza lipofilica (3). Devido a isso, nao é surpreendente que muitos DEs também
atuem via membros da superfamilia de receptores nucleares, tais como PR, GR,
TRs (-a e —), RXRs (-a, -B e -y) e os PPARs (-a, -p/d e —-y) (3, 5, 6).

Ha varios trabalhos mostrando os efeitos dos DEs sobre o funcionamento de
sistemas biologicos e dados epidemiol6égicos mostram um aumento na incidéncia e
na prevaléncia de varias doengas (como por exemplo o cancer de mama, de

prostata e de testiculo, o diabetes, a obesidade e a diminui¢cao da fertilidade) devido
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a exposicao a estes compostos (132). Um dos primeiros compostos sintéticos
considerado como DE foi o dietilestilbestrol (DES), o primeiro estrogénio artificial
desenvolvido. Este farmaco foi bastante utilizado entre as décadas de 1940 e 1960
por mulheres gravidas, pois acreditava-se que o0 seu uso estava associado a
reducao do risco de aborto espontaneo. Os resultados mostraram que as mulheres
gestantes que utilizaram o DES apresentaram um maior risco de desenvolvimento
de cancer de mama ao longo de suas vidas. Ja as filhas que tiveram contato com
este farmaco no periodo intra-uterino tiveram reducdo da fertilidade e risco
aumentado de cancer cervical. Enquanto que os filhos expostos durante a gestacao
exibiram um maior risco de cancer de testiculos e aumento da prevaléncia de
anomalias urogenitais (134).

Outra substancia quimica cuja a atividade desreguladora enddcrina encontra-
se bem caracterizada € o BPA, utilizado na fabricagcdo de materiais plasticos e
resinas, podendo ser encontrado em varios recipientes de alimentos e bebidas,
assim como em moldes dentarios. A exposi¢cao ao BPA esta associada a redugao da
fertilidade e também ao maior risco de desenvolvimento de cancer de mama e de
prostata (135). Além disso, em cultura de células, observou-se que o BPA induziu a
diferenciagao de fibroblastos 3T3-L1 em adipécitos (136). Este efeito adipogénico do
BPA também ja foi observado in vivo, tanto em animais (137) quanto em humanos
(138). Ratos fémeas gravidas expostas ao BPA, via agua de beber, deram origem a
descendentes com maior peso corporal apés o nascimento, consequéncia que
perdurou até a vida adulta (137). Ja em criangas chinesas, foi observada uma
relacdo dose-resposta entre os niveis de BPA na urina e o aumento do risco de
sobrepeso (138).

Os ftalatos também sdo DEs aos quais os seres humanos estao
constantemente expostos. Sao utilizados no processo de fabricacdo de materiais
plasticos derivados do policloreto de polivinila (polyvinyl chloride - PVC), sendo
considerados toxicos para a reproducao e para o desenvolvimento (139). Ha
também um estudo mostrando que, em homens adultos norte americanos, o
aumento nas concentragdes de metabdlitos do ftalato na urina estdo diretamente
associados ao aumento da circunferéncia da cintura e da resisténcia a insulina
(140).

Uma caracteristica de varios DEs que vem chamando bastante atencdo é o
fato destes compostos também possuirem potencial “obesogénico”. Esse termo foi
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utilizado pela primeira vez em 2006, pelos pesquisadores Grun e Blumberg, e se
refere a produtos quimicos (naturais, farmacéuticos ou xenobidticos) que promovem
a obesidade, seja aumentando o numero de adipdcitos ou 0 armazenamento de
gordura em células ja existentes (7, 8).

A obesidade é definida como o acumulo anormal ou excessivo de gordura
corporal, que apresenta risco para a saude. Segundo dados da Organizagao Mundial
da Saude (World Health Organization - WHO), em 2014, mais de 1,9 bilhdes de
adultos (individuos com idade igual ou superior a 18 anos), o que corresponde a
39% da populagao mundial, estavam acima do peso. Deste total, mais de 600
milndes eram considerados obesos (13% da populagdo mundial) (141). A
prevaléncia da obesidade mais do que duplicou entre 1980 e 2014 (141) e continua
crescendo em um ritmo acelerado, tanto nos paises desenvolvidos quanto nos em
desenvolvimento (142, 143). E uma doenca com etiologia multifatorial que envolve
fatores genéticos, nutricionais, psicolégicos, ambientais e sociais (144, 145) e
considerada um grave problema de saude publica, ndo somente pela epidemia que
se tornou nos ultimos anos, como também pelo fato de predispor o desenvolvimento
de uma série de doengas, como hipertensao arterial sistémica, dislipidemia, diabetes
mellitus tipo 2 e alguns tipos de neoplasias malignas (141).

Um aspecto preocupante é o fato de também ter se tornado um sério
problema de saude para criangas e adolescentes (populagdo com idade inferior a 18
anos). A estimativa da Organizagdo Mundial da Saude é de que, em 2014, cerca de
41 milhdes de criangas com menos de 5 anos estavam com sobrepeso ou
obesidade. Criancas obesas e com sobrepeso sao mais susceptiveis a permanecer
obesos na idade adulta e também mais propensos a desenvolver, em idade mais
jovem, doengas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (141).

Estudos recentes tém mostrado que além dos fatores ja bem conhecidos
como dieta, inatividade fisica e genética, o ambiente ao qual os seres humanos
estdo expostos também estdo implicados no desenvolvimento da obesidade (2, 9,
132).

Em 2002, Paula Baillie-Hamilton foi uma das primeiras a relatar que,
juntamente com varios outros fatores, existe uma associagdo entre o aumento da
concentragdo de certas substancias quimicas no ambiente e o aumento da
incidéncia da obesidade (9). Além disso, ao contrario da perda de peso que ocorre

devido ao contato com elevadas concentracbes de muitos produtos quimicos, este
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ganho de peso tende a ocorrer em niveis muito mais baixos de exposigao (5, 9).

Essa correlagdo postulada por Paula Baillie-Hamilton tem o suporte de
diversos estudos que vém mostrando que uma série de compostos quimicos séo
capazes de induzir a adipogénese e contribuir para o desenvolvimento da
obesidade, da dislipidemia, da resisténcia a insulina e do diabetes mellitus tipo 2 (2,
132, 133). Alonso-Magdalena e colaboradores mostraram que camundongos fémeas
tratados com BPA durante a gestacdo (administrado por via subcutanea)
apresentaram diminuigdo da tolerancia a glicose e aumento nas concentragdes
plasmaticas de insulina, de leptina e de triglicerideos. Estes efeitos também foram
observados nos descendentes que tiveram contato com o BPA in utero (10). Em
outro estudo, ratos foram expostos a diversos POPs lipofilicos, por meio da dieta, e
os resultados mostraram que estes animais desenvolveram resisténcia a insulina e
esteatose hepatica, apresentando também aumento da massa do tecido adiposo
visceral (11). Em humanos, ja foi demonstrado haver uma associagdo dose-
dependente entre as concentragbes séricas de PBBs, PBDEs (12) e de
organoclorados (13) com a prevaléncia de diabetes e sindrome metabdlica. Kim e
colaboradores também mostraram que a concentragdo corporal total de alguns
POPs com acao DE, como as dioxinas e os bifenilos policlorados, é cerca de 2 a 3
vezes maior em individuos obesos em comparagdo aos controles magros. Além
disso, os pacientes obesos apresentam maiores concentragdes destes DEs/POPs
tanto no plasma como nos tecidos adiposos subcutaneo e visceral, ndo havendo
diferencas entre estes dois compartimentos. Inclusive, quando esses mesmos
individuos obesos eram submetidos a cirurgia bariatrica, dentro de 6 a 12 meses ja
era possivel observar uma reducao de cerca de 15% no conteudo corporal total
destes DEs/POPs (146). Em conjunto, todos esses resultados mostram que o tecido
adiposo é alvo de muitos DEs, desempenhando um importante papel na cinética, na
toxicidade e no desencadeamento dos efeitos dos DEs in vivo.

Sem duvida alguma, esta “revolugdo quimica sintética” proporcionou grandes
melhorias para a qualidade de vida dos seres humanos. No entanto, ha cada vez
mais evidéncias de que esses beneficios vieram agregados a um custo oculto (2),
sendo necessarios mais pesquisas com o intuito de se compreender melhor o
mecanismo de acéo destes compostos DEs.

Um dos obesogénicos ambientais mais estudados é o cloreto de
tributilestanho (15). Além deste composto, ha o dibutilestanho, que apesar de ainda



40

nao ter sido muito explorado do ponto de vista cientifico, € amplamente utilizado
para diversas finalidades. A seguir, encontra-se uma revisdo de literatura sobre

estes dois organoestanicos.

2.2.1 Organoestanicos

Os organoestanicos compreendem um grupo de moléculas organo-metalicas
caracterizadas pela presenca de um atomo de estanho (Sn) ligado covalentemente a
um ou mais grupamentos organicos (24). Mais de 800 tipos de organoestanicos ja
foram identificados, sendo que a maioria deles possui origem antropogénica (24).

Estes compostos sao representados pela formula quimica geral R,SnX4.,, na
qual R é um grupamento organico, podendo ser um grupo alquila (exemplos: metil,
etil, propil ou butil) ou um grupo arila (exemplo: fenil) e X € uma espécie anidnica
(exemplos: haleto, 6xido ou hidroxido) (24). Dependendo da quantidade de grupos R
ligados ao atomo de Sn, s&o classificados como mono-, di- ou tri-, seguido pelo
nome do grupamento organico, como por exemplo, trifenilestanho. Quando o
grupamento orgénico nao é identificado, sdo genericamente denominados de mono-,
di- ou tri-substituidos. Os compostos tetra-substituidos séo utilizados apenas como
precursores na sintese de outros organoestanicos (147).

Apresentam ligagdes Sn-C (estanho-carbono) altamente estaveis, mesmo em
temperatura préximas a 200°C, e também na presenga do oxigénio e da agua (24), a
hidrélise praticamente nao ocorre (16). Em geral, s&o lipofilicos e hidrofébicos (147).
A solubilidade em agua depende da natureza da espécie anibnica (representada
pelo X na férmula quimica R,SnXs.,) € diminui com o aumento do numero e do
comprimento dos substitutos organicos. A sua degradacdo no meio ambiente, que
envolve a remogao dos grupamentos organicos ligados ao atomo de estanho, pode
ocorrer por meio de trés processos: (i) exposicao a radiagdo UV, (ii) clivagem
quimica (por acidos fortes e agentes eletrofilicos) e (iii) clivagem biolégica (por
alguns poucos microrganismos, como bactérias e algas) (24). Na agua, a meia-vida
destes compostos pode variar de dias até meses, com a degradagao podendo ser
muito mais lenta nos sedimentos, particularmente em condi¢bes anaerdbias, com

persisténcia estimada de décadas (148). Todas essas caracteristicas fazem com
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que sejam classificados como POPs (129).

O estanho na sua forma inorganica é considerado atdxico, porém os seus
derivados organicos apresentam toxicidade (24). Quanto maior a quantidade de
grupos organicos ligados ao atomo de estanho, mais téxico € o composto, com
toxicidade maxima sendo observada para os compostos trialquilados. Ja o aumento
do comprimento da parte organica esta diretamente relacionada com a diminui¢gao
da toxicidade destes compostos (16). O acetato de trietilestanho (Ets3SnOAc) é
considerado o organoestanico mais toxico para os mamiferos, enquanto os
derivados de octilestanho sdo praticamente atoxicos para os seres vivos. A natureza
da espécie anidnica exerce pouca ou nenhuma influéncia sobre a sua atividade
biocida (24).

Os primeiros registros de uso dos organoestanicos para fins comerciais sao
de 1936, quando a industria de materiais plasticos comecgou a utiliza-los como
estabilizadores térmicos de polimeros sintéticos (16). Sob a influéncia da luz e do
calor, ocorria fragilizagado e descoloragao destes materiais e este desgaste passou a
ser prevenido com o uso de organoestanicos no seu processo de fabricagéo (149).

Contudo, foi a descoberta das suas propriedades biocidas nos anos 1950 que
ampliou a variedade de aplicagdes e impulsionou a produgao desses compostos
(150). A partir de 1960 passaram a ser utilizados em varios processos industriais e
na agricultura e, nas décadas de 1970 e 1980, foram muito usados como pintura
anti-incrustante. Entretanto, devido aos impactos ambientais negativos, seu uso para
este propdsito foi proibido (16).

Atualmente, o principal uso dos organoestanicos € como estabilizador na
fabricacdo do PVC. Também sao usados como biocidas, o que inclui a sua utilizagao
na agricultura e na preservacdo de diversos produtos como madeiras, tecidos,
papeis, couros e vidros. Além dessas finalidades, também atuam como catalisadores
em diversos processos industriais (16, 24, 27).

Todas essas aplicagbes fazem com que estes compostos sejam introduzidos
diretamente no solo, ar e agua tornando inevitavel a exposicdo dos seres humanos
e, consequentemente, aumentando a preocupacao devido a toxicidade de varios
deles (16).

Como ja foram bastante utilizados como pintura anti-incrustante, esses
organoestanicos eram liberados diretamente no meio aquatico, podendo ser

detectados em varias espécies de peixes, moluscos e crustaceos (147, 151). Ao
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consumir peixes, frutos do mar e derivados, os seres humanos poderiam ser
contaminados (147). Atualmente, continuam sendo utilizados como biocidas (na
agricultura e na preservagédo de produtos) e também na fabricagdo de polimeros
plasticos. Devido a isso, podem ser absorvidos por inalagdo (de pesticidas, por
exemplo) ou pelo contato direto com a pele (usando tecidos nos quais esses
compostos foram utilizados como conservantes). A exposigdo também pode ocorrer
por meio do consumo de agua e alimentos contaminados, como por exemplo,
ingestdo de agua distribuida por encanamentos fabricados com PVC e consumo de
alimentos envolvidos por embalagens plasticas (147).

N&o existem estudos epidemiologicos sobre a exposigao crénica a baixos
niveis de organoestanicos. Ha, no entanto, alguns poucos relatos de casos que
descrevem os efeitos da exposigdo aguda a estes compostos sobre a saude
humana (147). Em 1954, por exemplo, ocorreu na Franga um envenenamento
generalizado devido ao uso, por via oral, de um medicamento utilizado no tratamento
de infeccbes de pele por estafilococos. A formulagdo continha di-iodeto de
dietilestanho e acido linoleico e presume-se que também havia quantidades
substanciais de iodeto de trietilestanho (como impureza), que é altamente toxico.
Esse episodio ocasionou em 100 mortes e em mais de 200 pessoas intoxicadas
(152).

Devido a isso, a maioria das informagdes relacionadas as vias de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo dos organoestanicos foram obtidas baseadas
em estudos experimentais realizados com animais (147).

A absorgédo dos organoestanicos pode ocorrer através das vias respiratérias,
da pele e da mucosa intestinal. De uma forma geral, os compostos com pequena
cadeia alquila sdo mais facilmente absorvidos pelo intestino, enquanto os
trialquilados entram mais facilmente no organismo através da pele. A distribuigao
nos tecidos ocorre rapidamente, em animais (ratos, coelhos e hamsters), as maiores
concentragdes foram detectadas no figado (153). Em outros 6rgaos e tecidos (como
por exemplo, cérebro e tecido adiposo) foram detectadas concentragdes mais
baixas, porém, com maior quantidade de organoestanicos ndo metabolizados (147).
A metabolizagdo ocorre no figado e envolve uma progressiva hidroxialquilagéo
dependente do citocromo P450 e também a desalquilagdo e a desarilagdo daqueles
que sao di- e tri-substituidos. A forma de excregao depende do tipo do composto,
mas geralmente é pela urina, fezes e bile, ja tendo sido detectada no leite materno
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de ovelhas (147, 153). A meia-vida destas substancias também varia de acordo com
o tipo de organoestanico, mas a maioria permanece durante varios dias nos tecidos
(em ratos, variou de 5 até 40 dias). H4 evidéncias de que a meia-vida destes
compostos seja maior no cérebro do que em outros 6rgéos, ja tendo sido identificado
no cérebro 38 dias apds uma administragdo unica (153).

Ha varios tipos de organoestanicos, sendo que neste estudo os interesses
estdo voltados para os derivados do butilestanho. Dentre estes, o cloreto de
tributilestanho € o mais estudado, havendo poucos relatos sobre os dibutilestanho. A
seguir encontra-se um apanhado sobre as pesquisas ja realizadas com estes

compostos.

2.21.1 Tributilestanho

O tributilestanho (TBT) é um organoestanico formado por um atomo de Sn
ligado covalentemente a trés grupamentos butil. Varias espécies anidnicas podem
ser encontradas associadas a este composto, como por exemplo o cloreto, o
benzoato e o iodeto (24). O cloreto de tributilestanho (tributyltin chloride) é o
organoestanico mais abundante no meio ambiente (154) e também o mais estudado
(15). A seguir, sdo apresentados a estrutura quimica, o peso molecular e a formula

linear deste composto (155).

Peso molecular: 325,508 g/mol Férmula linear: C,,H,,CISn

Figura 4. Estrutura quimica, peso molecular e férmula linear do cloreto de tributilestanho.
Fonte: PubChem Compound Database (155).
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O cloreto de TBT teve o seu uso difundido quando foram descobertas suas
acdes biocidas. Nas décadas de 1970 e 1980 passou entdo a ser amplamente
utilizado como pintura anti-incrustante em barcos, navios, estaleiros e docas para
evitar a ligagdo de organismos marinhos aos cascos dos mesmos (16). A
incrustagdo de organismos marinhos (como algas e mexilhdes) aos cascos das
embarcagdes era e continua sendo um problema, ja que pode reduzir a velocidade
dos barcos, o que aumenta o consumo de combustiveis, e também resultar na
introducdo de espécies consideradas “invasoras” em ecossistemas aos quais elas
nao pertencem (18). Entretanto, nos anos de 1980 comecaram a surgir as primeiras
evidéncias de que o seu uso causava sérios impactos ambientais (16).

Maguire e colaboradores foram os primeiros a relatarem a presenca deste
composto na agua e em sedimentos do Canada, com as maiores concentragdes
sendo encontradas nas areas de trafego pesado de embarcacdes (156, 157).

Neste mesmo periodo, também foram publicados os primeiros trabalhos
revelando o impacto negativo desse organoestanico nos ecossistemas aquaticos. Os
resultados mostraram que o cloreto de TBT provocava a ma formagao de conchas
de ostras da espécie Crassostrea gigas (158-160), sendo extremamente toxico tanto
para ostras adultas como larvas, o que interferia diretamente na reprodugédo desta
espécie (158). Também foi identificado que a exposigdo cronica a este composto
poderia causar retardo no crescimento de peixes da espécie Oncorhynchus mykiss
(trutas) (157). Ja nos anos de 1990, foram detectados residuos de cloreto de TBT no
tecido adiposo de oito espécies de mamiferos marinhos, incluindo focas (Phoca
largh), baleias (Orcinus orca e Balaenoptera acutorostrata) e golfinhos (Delphinus
delphis) (161).

Além desses efeitos, em diversas espécies de vida marinha, como, por
exemplo, em moluscos fémeas da espécie Nucella lapillus, a exposi¢gao ao cloreto
de TBT causa um fenbmeno denominado de imposex, que € a indugdo anormal de
caracteres masculinos em fémeas. Recebe este nome pelo fato do pénis, ducto
deferente e tubulos seminiferos se imporem, ou se sobreporem, a genitalia feminina
(162-165). A exposicao inicial a este organoestanico diminui a capacidade
reprodutiva das fémeas, enquanto a exposigao prolongada pode causar infertilidade
e até a morte (164, 166). Este fendbmeno ocorre devido a acdo desreguladora
endodcrina do cloreto de TBT, que age inibindo a aromatase, uma enzima do
citocromo P450, que é necessaria para a conversao de androgénios em estrogénios.
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A inibicdo da aromatase por este composto eleva os niveis de testosterona, o que
promove o desenvolvimento de caracteristicas masculinas (167).

Todos esses estudos contribuiram de maneira significativa para a adogao de
padrées regulatorios relacionados ao uso do cloreto de TBT em tintas anti-
incrustantes (16). Desde os anos 1980, alguns paises incluindo Franga, Reino
Unido, Japéo, Alemanha e Estados Unidos tém regulamentado ou banido o uso
deste composto para esta finalidade (16, 18). Devido a magnitude do problema, em
1990, o Comité de Protegdo do Ambiente Marinho (Marine Environment Protection
Committee, MEPC) iniciou um debate sobre a necessidade de regulamentagéo
global (168). Finalmente, em 1999, a Organizagdo Maritima Internacional
(International Maritime Organization - IMO) proibiu o uso do cloreto de TBT em
navios, barcos, docas e estaleiros de todo o mundo, com a sua aplicagdo devendo
ser banida até 1° de janeiro de 2003 e com proibicdo total da sua presenga em
cascos até 1° de janeiro de 2008 (17, 18). Embora proibido em pinturas anti-
incrustantes, este organoestanico continua sendo utilizado como estabilizador na
fabricacdo do PVC e também como catalisador em diversos processos industriais
(19).

No Brasil, em 2007, entrou em vigor a portaria n° 76 da Diretoria de Portos e
Costas da Marinha do Brasil, que aprovou as normas da autoridade maritima para o
controle de sistemas anti-incrustantes danosos em embarcacgodes, proibindo o uso de
derivados do estanho em pinturas de embarcagbes (NORMAM-23/DPC) (169). Ha
também uma regulamentacao publicada pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) em 2005 (resolugao n° 357, alterada pelas resolugdes 410/2009 e
430/2011) que estabelece os niveis maximos de TBT permitido em aguas no

territorio brasileiro, sendo (170):

- 0,063 pg/L nas aguas doces destinadas ao abastecimento humano, a recreacao de
contato primario (como por exemplo: natacao e mergulho) e a irrigagao de hortaligas
e frutas que s&o ingeridas cruas;

- 2,0 yg/L nas aguas doces destinadas ao consumo humano, a pesca amadora, a
recreagdao de contato secundario (como por exemplo: iatismo), a irrigagdo de
culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras e a dessedentagao de animais;

- 0,01 pg/L nas aguas salinas destinadas a recreagdo de contato primario, a
aquicultura e a atividade de pesca,;
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- 0,37 pg/L nas aguas salinas destinadas a pesca amadora e a recreagao de contato
secundario;

- 0,01 pg/L nas aguas salobras destinadas ao abastecimento humano, a recreagao
de contato primario, a aquicultura e a atividade de pesca, a irrigagcao de hortalicas e
frutas que séo ingeridas cruas, a irrigagao de parques, jardins, campos de esporte e
lazer, com os quais o publico possa vir a ter contato direto;

- 0,37 pg/L nas aguas salobras destinadas a pesca amadora e a recreagdo de

contato secundario.

Contudo, o impacto dessas recomendacgdes € questionavel, uma vez que os
efeitos do cloreto de TBT em espécies marinhas ja foram demonstrados em
concentragdes bem menores. No estudo de Gibs e colaboradores, foram relatados o
imposex e também infertilidade em moluscos fémeas da espécie Nucella lapillus que
viviam em aguas com concentragéo de TBT entre 1 e 2 ng/L (171).

Essa acao desreguladora enddcrina do cloreto de TBT via aromatase, além
de ter levado a proibicdo do seu uso como pintura anti-incrustante, também motivou
a realizagao de diversos outros estudos. A partir dai, passou-se a investigar outros
possiveis alvos moleculares para elucidar se este organoestanico agia somente
como inibidor enzimatico ou se também exercia seus efeitos desreguladores
enddcrinos em nivel transcricional (22).

Os primeiros trabalhos realizados com esta finalidade mostraram uma
diminuicdo nos niveis de mRNA da enzima aromatase em células da granulosa de
ovarios humanos quando as mesmas eram tratadas com agonistas de PPARy
(troglitazona), de RXR (LG100268) ou com o cloreto de TBT (172, 173). Além desse
estudo, Nishikawa e colaboradores também demonstraram, em um ensaio de
ligacdo in vitro, que este organoestanico se ligava com alta afinidade ao LBD do
RXRa humano (hRXRa) (174).

Embora o cloreto de TBT seja estruturalmente bem diferente dos ligantes
naturais e sintéticos de PPARy e RXRa (22), ele possui algumas caracteristicas que
o0 assemelha a ligantes de receptores nucleares, como pequena massa molecular
(inferior a 1000 Daltons) (5) e natureza lipofilica (3). Além disso, os resultados
destes ultimos trabalhos mostraram efeitos semelhantes exercidos pelo cloreto de
TBT e por ligantes de PPARy e RXR na expressdo do mRNA da aromatase, bem

como a alta afinidade deste composto ao LBD do RXRa humano. Essas evidéncias
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levantaram, entdo, a hipétese de que este organoestanico poderia exercer seus
efeitos desreguladores endocrinos por meio da ativagdo de um ou mais receptores
nucleares.

A partir dai, varios estudos foram desenvolvidos com o objetivo de desvendar
as bases moleculares de acdo deste composto e os primeiros trabalhos ja
confirmaram essa suposi¢gao. Em ensaios de transfecgédo e gene repérter realizados
com células de mamiferos, foi identificado que o cloreto de TBT é agonista dos
receptores nucleares PPARy e RXRa (22, 175). Além disso, em ensaio de ligagao,
também foi demonstrado que este organoestanico se liga com alta afinidade ao LBD
destes dois receptores nucleares (22).

Considerando-se que o PPARy tem papel fundamental no processo de
adipogénese (73, 176), também foram investigados os efeitos do TBT sobre a
adipogénese. Células 3T3-L1 (pré-adipocitos) foram cultivadas e tratadas com
rosiglitazona, troglitazona ou com cloreto de TBT, na presencga ou ndo do coquetel
adipogénico composto por insulina, dexametasona e isobutilmetilxantina (IBMX). Os
resultados mostraram que este organoesténico induziu a diferenciagdo deste tipo
celular em adipdcitos (175), inclusive quando as células ndo eram estimuladas pelo
coquetel adipogénico (15, 22, 177). Estes achados foram confirmados pela
coloragdo com 6leo vermelho O e pela avaliagdo da expressao génica da Fabp4,
marcador especifico de adipdcitos (22, 175, 177).

Este efeito adipogénico do cloreto de TBT também foi observado em
linhagens n&o comprometidas com a diferenciagdo adipocitaria. Em células
mesenquimais humanas (20) e de camundongos (20, 178), o tratamento com este
organoestanico reduziu a expressdo do inibidor adipogénico Pref-1 (proteina
associada a diferenciacdo de adipécitos - adipocyte differentiation-associated
protein) e aumentou a expressao dos marcadores adipocitarios Fabp4 e PPARy
(20).

Além disso, Kirchner e colaboradores (20), usando o antagonista de PPARYy
T0070907 e Li e colaboradores (21), utilizando o antagonista GW9662, também
confirmaram que os efeitos adipogénicos do TBT sao dependentes do PPARYy, tanto
em células comprometidas (21) quanto em nao-comprometidas com a diferenciagao
adipocitaria (20).

Para complementar esses achados, mais recentemente foram esclarecidas as

bases estruturais pelas quais o cloreto de TBT induz a atividade transcricional do
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RXRa e do PPARy. Em 2009, le Maire e colaboradores compararam a estrutura
cristalografica deste organoesténico ligado ao LBD do RXRa com a estrutura desse
mesmo receptor ligado ao seu agonista natural, o acido 9-cis retindico. Com uma
resolugdo estrutural de 1.9 A (angstrons) eles demonstraram que o atomo de
estanho do cloreto de TBT faz uma ligagdo covalente com o atomo de enxofre da
cisteina 432 (Cys 432), que fica localizada na hélice 11 (H11) deste receptor.
Também foi observado que este composto ocupa apenas parcialmente o sitio de
ligacdo do RXRa fazendo contato com a maior parte dos residuos que o acido
retindico se liga (179).

Ja em 2015, foi revelada a estrutura tridimensional do cloreto de TBT ligado
ao LBD do PPARy. Com uma definicdo de 1.95 A, foi mostrado que o atomo de
estanho deste composto estabelece uma ligagao ibnica ndo-covalente com o atomo
de enxofre da Cys 285, localizada na H3 deste receptor. Neste trabalho também foi
demonstrado que, em ensaios de transfeccdo e gene reporter, o cloreto de TBT
ativou parcialmente o PPARy e que a mutacdo da Cys 285 por uma alanina aboliu
totalmente a atividade transcricional deste receptor pelo organoestanico em estudo
(71).

Em sintese, os resultados dos trabalhos in vitro mostram que os receptores
nucleares sdo alvos moleculares do cloreto de TBT e que este composto age via
PPARy e RXRa, promovendo a adipogénese em cultura de células.

Os efeitos desreguladores enddcrinos do cloreto de TBT também foram
demonstrados in vivo. Em camundongos adultos tratados durante 24 horas com este
composto (0,3 mg/kg, administrado via intraperitoneal), houve aumento na
expressao de genes adipogénicos no tecido adiposo epididimal e no figado (22). Em
outro estudo, a exposi¢cao crbénica (por 45 dias, desde a puberdade) e repetida
(tratamento a cada 3 dias, 5 pg/kg, administrado por gavagem) a este
organoestanico provocou em camundongos, além do ganho de peso, esteatose
hepatica, elevacido dos niveis plasmaticos de insulina e leptina e redu¢éo dos niveis
de adiponectina (23). Adicionalmente, Penza e colaboradores também relataram que
camundongos com 9 semanas de idade expostos ao cloreto de TBT por 30 dias (0,5
Mg/kg, administrado por gavagem) tiveram aumento da massa do tecido adiposo,
porém sem mudancas no peso corporal total, na sensibilidade a insulina e na
tolerancia a glicose (180).

Outro aspecto que tem chamado bastante atencdo sao os efeitos
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transgeracionais causados pelo cloreto de TBT. Camundongos neonatos expostos a
este composto durante o periodo pré-natal (do 12° ao 18° dia de gestagao, 0,5
mg/kg, administrado via intraperitoneal) apresentaram, imediatamente apds o
nascimento, aumento da adiposidade nos testiculos, no figado e no tecido adiposo
inguinal. Além disso, quando esses animais, que tiveram contato com o cloreto de
TBT durante o periodo intra-uterino, eram acompanhados até a vida adulta (10
semanas de idade), foi verificado aumento da massa do tecido adiposo epididimal,
apesar de nao terem sido observadas diferengas no peso corporal total em relagao
ao grupo controle (22). Ademais, ja foi observado que a exposi¢cao pré-natal ao
cloreto de TBT produz efeitos até, pelo menos, a geragao F3 (considerando como FO
as fémeas gravidas que tiveram contato com o TBT via agua de beber durante toda
a gestacao, nas concentracdes de 5,42, 54,2 ou 542 nM, F1 os animais expostos in
utero, F2 aqueles potencialmente expostos como células germinativas e F3 a
geragcao que nao teve contato com o composto). Neste estudo, os animais das
geragdes F1, F2 e F3 foram eutanasiados com 8 semanas de idade. Os resultados
mostraram que a geragédo F3 apresentou aumento significativo no peso de todos os
depdsitos de gordura do tecido adiposo branco (epididimal, perineal e
interescapular), bem como no tamanho e no numero dos adipdcitos. Além disso, na
geracgéo F1, foi observado aumento acentuado no acumulo de lipideos no figado e
também na expressdo de marcadores de adipogénese neste tecido, induzindo um
fendtipo semelhante a doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica. Embora menos
pronunciados, estes efeitos do TBT no figado também foram verificados nas
geracbes F2 e F3 (181).

Em resumo, os resultados destes estudos mostram que o cloreto de TBT &
um desregulador endocrino que induz a adipogénese agindo via PPARy e RXRa e
que, in vivo, dentre outros efeitos, provoca ganho de peso, hiperinsulinemia e
acumulo de gordura no figado. Entretanto, ainda ha varias questbes que precisam
ser elucidadas, como, por exemplo, investigar o mecanismo pelo qual um agonista
de PPARYy poderia levar a uma piora da sensibilidade a insulina. Além disso, ainda
nao se sabe se a exposicdo ao TBT, ainda durante o desenvolvimento, pode
provocar alteracdes metabdlicas a nivel populacional em um periodo de tempo
relativamente curto. Esses sdo apenas alguns questionamentos que mostram serem
necessarios mais estudos para a melhor compreensédo deste complexo mecanismo

de acdo do cloreto de TBT.
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2.2.1.2 Dibutilestanho

Outro poluente ambiental do grupo dos organoestanicos é o dibutilestanho
(DBT), que é constituido por um atomo de Sn ligado covalentemente a dois
grupamentos butil. Varias espécies anibnicas podem ser encontradas associadas a
este composto, como por exemplo o diacetato, o dicloreto e o 6&xido (27).
Atualmente, ha 18 tipos de DBTs registados na Agéncia Européia de Produtos
Quimicos (European Chemicals Agency - ECHA) (182). Além de serem produzidos
diretamente como dibutilestanho, os DBTs também sao os principais metabdlitos do
cloreto de TBT, sendo formados no figado durante um processo que envolve uma
progressiva hidroxialquilagdo dependente de enzimas do citocromo P450 (183). A
seqguir, sdo apresentados a estrutura quimica, o peso molecular e a formula linear de
cinco destes compostos, o diacetato, o dicloreto, o dilaurato, o maleato e o éxido de
dibutilestanho (184-188).
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A Diacetato de dibutilestanho B Dicloreto de dibutilestanho
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Figura 5. Estrutura quimica, peso molecular e férmula linear dos compostos de dibutilestanho.
(A) Diacetato de dibutilestanho, (B) Dicloreto de dibutilestanho, (C) Dilaurato de dibutilestanho, (D)
Maleato de dibutilestanho e (E) Oxido de dibutilestanho. Fonte: PubChem Compound Database (184-
188).
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Os DBTs sao utilizados, principalmente, como estabilizadores e catalisadores
na fabricagdo de materiais plasticos e de borracha, como os derivados do PVC, os
poliuretanos, o silicone e os poliolefinicos (um exemplo deste ultimo sdo os
popularmente denominados de papel filme ou filme de PVC). Também sao usados
no revestimento de vidros e como biocidas (repelente de roedores, moluscocidas,
fungicidas e inseticidas). Desta forma, estes compostos encontram-se presentes em
diversos produtos, tais como, canos de agua, pneus, roupas, pisos, luvas,
embalagens alimentares dentre outros (25-27).

Todas essas aplicagdes fazem com que o0 ser humano esteja constantemente
em contato com estes organoestanicos (26). Ja se sabe, por exemplo, que o
consumo de agua distribuida por canos de PVC (189) e a ingestao de alimentos,
como, por exemplo, bebidas alcéolicas fabricadas e armazenadas em recipientes
plasticos ou de vidro produzidos com o dicloreto de DBT (190, 191), sdo importantes
fontes de exposicdo humana a este composto. Porém, apesar destas informacgdes,
pouco se sabe sobre as consequéncias que este contato pode trazer para a saude
humana (26).

Os estudos in vitro e in vivo vém contribuindo para melhor compreenséao de
alguns desses efeitos. Assim como o cloreto de TBT, o dicloreto de DBT é
considerado hepatotoxico (28), neurotdxico (30) e imunotdxico (29, 192). Em
camundongos, a hepatotoxicidade induzida por ambos, esteve associada com a
depressao da respiracdo mitocondrial, porém o dicloreto de DBT pareceu apresentar
maior afinidade pelas mitocéndrias hepaticas que o cloreto de TBT, estando
presente em maior quantidade na fragdo mitocondrial (28). Em culturas de células
derivadas do sistema nervoso central, o dicloreto de DBT também mostrou-se mais
téxico que o cloreto de TBT, impedindo o crescimento e induzindo a morte celular
(30). Ja em um estudo comparativo, o dicloreto de DBT reduziu cerca de 40% mais o
peso relativo do timo de ratos, quando comparado com o cloreto de TBT (193). A
exposi¢cao ao DBT também diminuiu os niveis de ATP e a fungéo de lise de células
tumorais de linfécitos humanos (natural Killer cells) (192).

Baseado em dados de pesquisas experimentais com animais, este composto
também é considerado toxico para reprodugdao. No estudo realizado por Ema e
colaboradores, apés o acasalamento bem sucedido, ratos fémeas Wistar receberam
dicloreto de DBT (por gavagem, nas concentragdes de 3,8, 7,6 ou 15,2 mg/kg) entre
os dias 4 e 7 de gestagao. A exposi¢cado a este organoestanico, nas duas maiores
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concentragbes, afetou negativamente a manutencdo da gestacdo, o que foi
demonstrado pela maior incidéncia de perda embrionaria pds-implantacdo quando
comparado com o grupo controle (194). J& em um outro trabalho, ratos fémeas
Wistar gravidas foram expostas ao dicloreto de DBT (administrado por gavagem, nas
doses de 20 ou 40 mg/kg) entre o 6° e o 9° dia de gestagdo. Os resultados
mostraram que o tratamento nos 7° e 8° dias, com ambas as doses de DBT, resultou
em um aumento da incidéncia de descendentes com ma formagdes, que foi
diretamente proporcional a dose administrada (195). Além disso, também foram
comparados os efeitos teratogénicos de cinco diferentes compostos de DBT. Apods a
administragcado do diacetato, do dicloreto, do dilaurato, do maleato ou do oxido de
DBT (80 pmol/kg, por gavagem, no 8° dia de gestacao de ratos fémeas), ndo foram
observadas diferengas nos tipos de ma formagdes, sugerindo a importancia dos dois
grupamentos butil em vez do grupo anidnico para o potencial teratogénico destes
compostos (196).

Em relagcdo as bases moleculares de acdo dos DBTs, ainda ha poucos
estudos realizados. Em ensaios de transfeccéo e gene repdérter, foi observado que o
dicloreto de DBT nao alterou a atividade transcricional do PPARy, sendo
considerado um nao agonista desta isoforma de PPAR (22, 197). No entanto, se
comportou como um agonista parcial do RXRa, quando comparado com o
LG 100268, agonista sintético especifico deste receptor (22). Este composto também
inibiu a atividade transcricional do receptor de glicocorticoide (GR), o que o
caracteriza como um antagonista de GR (154). Os resultados destes estudos
demonstram que, assim como o cloreto de TBT, o dicloreto de DBT também atua
como desregulador enddcrino agindo via receptores nucleares. Entretanto, além
destes trabalhos, ndo foram encontrados mais dados sobre as agdes destes
compostos na atividade transcricional de receptores nucleares.

Os efeitos adipogénicos do dicloreto de DBT também ja foram demonstrados.
Yanik e colaboradores, utilizando células estromais murinas multipotentes (BMS2),
mostraram que este composto induziu a diferenciacdo desta linhagem celular em
adipocitos, o que foi evidenciado pela coloracdo com 6leo vermelho O e pela
quantificacdo do acumulo de lipideos intracelular. Quando comparado ao cloreto de
TBT, o dicloreto de DBT mostrou um menor efeito adipogénico. Entretanto, neste
trabalho nao foi comprovado que estes efeitos do DBT ocorriam via PPARy e/ou
RXRa (198).
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Ao contrario do cloreto de TBT e também conforme pode ser observado por
esta revisao bibliografica, ha poucos trabalhos que investigaram os efeitos bioldgicos
decorrentes da exposi¢cao aos compostos de DBT. Além disso, quando realizados,
esses sado focados principalmente no dicloreto de DBT. No entanto, dados da
Associacdo Européia de Catalisadores de Estanho (European Tin Catalysts
Association, ETICA), de 2007, revelaram que cerca de 90% dos organoestanicos
produzidos até aquela data encontravam-se na forma de mono ou dibutilestanho
(27).

Ademais, esta caréncia de estudos com os DBTs levou a Agéncia Européia
de Produtos Quimicos (European Chemicals Agency - ECHA) a classificar diferentes
tipos de DBTs como téxicos para a reproducdo, porém com base em estudos
realizados quase que exclusivamente com o dicloreto de DBT (19). Entretanto, em
2014, essa agéncia recebeu da empresa TIB Chemicals (uma empresa fornecedora
de produtos quimicos, incluindo diversos organoestanicos) uma proposta de revisao
dessa classificagado para o dilaurato de DBT, justificando que os estudos nas quais
ela se baseou sao antigos e que, provavelmente, havia contaminagdo deste
composto pelo cloreto de TBT (199).

Ainda ndo existe uma regulamentacdo especifica relacionada ao uso de
compostos de dibutilestanho. Porém, considerando os resultados dos estudos ja
realizados e também a exposicdo frequente dos seres humanos a estes
organoestanicos, a Diregcdo Geral da Comissado Européia das Empresas e da
Industria (European Commission Directorate - General Enterprise and Industry)
propds a substituicdo dos DBTs como estabilizadores no processo de fabricagao de
diversos produtos de consumo que utilizam o PVC, tais como camisetas, luvas,
sapatos, produtos de higiene feminina, guardanapos e moldes dentarios. Contudo,
em seu proéprio relatorio, eles reconhecem as dificuldades dessa substituigdo, como,
por exemplo, os custos que seriam gerados, além da necessidade de
desenvolvimento de substitutos que apresentem alto desempenho e, principalmente,
gque sejam seguros para o meio ambiente e para os seres humanos (27).

Diante deste cenario que envolve exposi¢ao frequente dos seres humanos
aos DBTs, poucos estudos realizados e focados, principalmente, no dicloreto de
DBT, este trabalho se propde a investigar alguns dos mecanismos celulares e

moleculares envolvidos na agao de varios tipos deste organoestanico.
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Esta proposta de pesquisa torna-se extremamente relevante, uma vez que
juntamente com outros estudos, podera contribuir: (i) para uma melhor compreensao
dos efeitos destes compostos sobre a saude humana, (ii) para a regulamentagao
dos niveis de exposicdo humana a estes compostos quimicos, incluindo a sua
sintese e uso, até sua destinagdo em diferentes contextos, e (iii) para a tomada de
decisdes visando a reversdo de possiveis danos causados a saude humana e ao
meio ambiente em decorréncia do uso dos DBTSs.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito de quatro compostos de dibutilestanho, o diacetato, o
dicloreto, o dilaurato e o maleato de DBT sobre a atividade transcricional dos
receptores nucleares PPARy e RXRa e sobre a adipogénese e a inflamagcdo em

cultura de células de mamiferos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar os efeitos dos diacetato, dicloreto, dilaurato e maleato de DBT
sobre a atividade transcricional dos receptores nucleares PPARy e RXRa em cultura
de células Hela.

- Investigar se a cisteina 285, localizada no LBD do PPARYy, & importante para
a ativacao deste receptor pelos compostos de DBT em estudo.

- Investigar os efeitos dos diacetato, dicloreto, dilaurato e maleato de DBT
sobre a adipogénese em cultura de células 3T3-L1.

- Verificar se os efeitos dos diacetato, dicloreto, dilaurato e maleato de DBT
na adipogénese sao mediados pelo PPARYy.

- Investigar os efeitos dos diacetato, dicloreto, dilaurato e maleato de DBT
sobre a expressdo de genes associados a resposta inflamatéria em cultura de

células de mamiferos.
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4 METODOS

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

O dimetilsulféxido (DMSO), o acido 9-cis retindico, o cloreto de TBT, o
diacetato, o dicloreto, o dilaurato e o maleato de DBT foram obtidos da Sigma-
Aldrich®.

A rosiglitazona foi adquirida da Cayman Chemical.

O meio de cultura de células DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) e o
soro fetal bovino foram obtidos junto & empresa Gibco®.

O soro neonatal bovino foi obtido da Sigma-Aldrich®.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia Molecular
da Universidade de Brasilia entre os anos de 2014 e 2016.

4.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Inicialmente, foi feito um levantamento sobre os compostos de DBT
disponiveis para uso em pesquisas cientificas. A partir dai, considerando-se a
disponibilidade do produto no Brasil e também o seu custo, foram adquiridos cinco
derivados de DBT, sendo o diacetato, o dicloreto, o dilaurato, o maleato e o 6xido de
DBT. Em seguida, foi realizado o ensaio de citotoxicidade, com o objetivo de
determinar as maximas concentragdes nao téxicas destes compostos para serem
utilizadas nos ensaios de transfeccédo e gene reporter. Apenas o 6xido de DBT nao
pode ser usado, pois nao foi possivel solubiliza-lo. Os seguintes solventes foram
utilizados na tentativa de dissolver este composto: (i) DMSO 100%, (ii) solugéao
contendo 50% de DMSO e 50% de etanol, (iii) etanol 100% e (iv) metanol 100%.

A citotoxicidade dos organoestanicos foi determinada por meio da avaliagéo
da atividade mitocondrial das células Hela e, para isso, foi utilizado um método
colorimétrico que usa o reagente MTT (brometo tiazolil azul de tetrazdlio 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio — adquirido da Sigma-Aldrich®). O anel de
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tetrazodlio do sal de MTT, de cor amarela, € clivado por desidrogenases mitocondriais
de células viaveis, formando cristais de formazan, de cor azul. Esta reagcdo ocorre
somente em células vivas e, desta forma, considera-se que quanto maior € a
quantidade de cristais formados, maior é a quantidade de células viaveis (200).

Este ensaio foi realizado com células HelLa, mesmo tipo celular nos quais
foram efetuados os ensaios de transfeccdo e gene reporter. As HelLa sao células
epiteliais, derivadas de um adenocarcinoma cervical. Sdo um dos tipos celulares
mais utilizados em pesquisas de todo o mundo e foram escolhidas por serem de facil
manuseio, resistentes e por sua capacidade de se proliferarem rapidamente (201).

As células foram semeadas em placas de 96 pocos (20 x 10° células por
pog¢o) com meio de cultura DMEM acrescido de 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, seguida pela incubagéo das mesmas a
37°C com 5% de COa.

No dia seguinte ao plagueamento, as células foram tratadas com veiculo
(dimetilsulfoxido - DMSO) ou com os organoestanicos em estudo: cloreto de TBT,
diacetato, dicloreto, dilaurato ou maleato de DBT. O tratamento foi realizado com
concentragdes crescentes dos organoestanicos, de 10" M até as concentracdes
maximas em que os compostos foram soltveis no veiculo (DMSO), que foi de 10* M
para todos os organoestanicos, com excegao do maleato de DBT, cuja concentragao
méxima foi de 10 M.

Apbs 24 horas de tratamento, foi adicionado o reagente MTT (10 pL por pogo,
na concentragdo de 5 mg/mL), seguida pela incubacao das células por 4 horas a
37°C e 5% de CO.,. Este periodo foi necessario para a conversao, nas células
viaveis, do sal de MTT em cristais de formazan. Em seguida, para a solubilizag&o
destes cristais, que sao insoluveis em agua, foi adicionada aos pogos solugédo de
isopropanol acido (na proporgéo de 52 pL de acido cloridrico 37% para cada 12 mL
de isopropanol). As placas foram deixadas sob agitagdo a temperatura ambiente por
30 minutos e a absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro de placas (DTX
800 Multimode Detector - Beckman Coulter®) no comprimento de onda de 570 nm.

Os resultados foram interpretados da seguinte forma: (i) os pogos nos quais
nao foram semeadas células e havia somente meio de cultura, foram considerados
como “branco”, (ii) assumiu-se a viabilidade das células tratadas com veiculo como
100% (controle) e (iii) os pogos tratados foram comparados com este controle.

Cada experimento foi realizado em replicatas de seis e repetido duas vezes.
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4.3 ENSAIO DE TRANSFECGCAO E GENE REPORTER

O experimento de transfecgédo e gene repdrter permite avaliar a expressao de
um determinado gene de interesse, por meio da sua ligagdo a um gene reporter.
Consiste na introdugdo, ou transfeccdo, em uma célula eucariota, de vetores
contendo as sequéncias que codificam o gene de interesse e o gene reporter. Como
0 gene reporter ndo € normalmente expresso nestas células, a proteina codificada
pelo mesmo pode ser facilmente mensurada, servindo como indicador da expressao
do gene em estudo.

Este ensaio foi realizado com o intuito de investigar os efeitos dos DBTs sobre
a atividade transcricional dos receptores nucleares PPARy e RXRa.

Para isso, os seguintes plasmideos foram utilizados:

- 0s que contém as sequéncias que codificam os receptores nucleares
quimeéricos constituidos pelo LBD do PPARy ou do RXRa fusionados ao DBD do
fator de transcricdo de leveduras GAL4, denominados de LBD-PPARy/DBD-GAL4 e
LBD-RXRa/DBD-GALA4, respectivamente;

- e 0 plasmideo GAL4-LUC, que possui o elemento responsivo destes
receptores (GAL4) fusionado ao gene repérter da luciferase.

Todos estes plasmideos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Paul Webb do
Methodist Research Institute (Houston, EUA).

Outro objetivo desse estudo foi verificar se a cisteina 285, localizada no LBD
do PPARYy, é importante para a ativagao deste receptor pelos compostos de DBT em
estudo. Este experimento foi realizado baseado em estudos prévios realizados por
Harada e colaboradores que mostraram, por meio da estrutura cristalografica, que o
cloreto de TBT realiza uma ligacao ibnica ndo covalente com a cisteina 285 e que
esta ligagcao é essencial para a ativagdo do PPARYy por este organoestanico (71).
Com o intuito de responder a esta pergunta, foi utilizado um plasmideo contendo a
sequéncia que codifica o receptor nuclear quimérico constituido pelo LBD do PPARy
com a mutagcdo C285S fusionado ao DBD do fator de transcricdo de leveduras
GAL4, denominado de LBD-PPARyC285S/DBD-GAL4. A mutacgdo sitio dirigida
deste PPARYy foi realizada pela Dra. Flora Aparecida Milton, conforme descri¢do
prévia e que gentilmente nos cedeu este plasmideo (202).
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Ao transfectar estes plasmideos e tratar as células com um agonista de
PPARYy ou de RXRa, o esperado é que a atividade transcricional destes receptores
aumente. E, como o gene reporter da luciferase contém o elemento responsivo
destes receptores quiméricos (0 GAL4), a luciferase é expressa apenas se 0s
mesmos forem ativados. Desta forma, a expressao da luciferase serve de indicativo
da atividade transcricional ou ativacédo dos receptores nucleares em estudo.

Para a transfeccgao, células HelLa, as mesmas utilizadas no experimento de
citotoxicidade, foram semeadas em placas de 48 pogos (40 x 10° células por pOGo)
com meio de cultura DMEM acrescido de 10% de soro fetal bovino, seguida pela
incubacao das mesmas a 37°C com 5% de COa.

No dia seguinte ao plagueamento, a transfeccédo foi realizada utilizando o
reagente Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific) e
seguindo as instru¢des do fabricante. Foram co-transfectados, por pogo, 300 ng de
DNA plasmidial, na seguinte proporgao:

- 60 ng do plasmideo contendo a sequéncia que codifica o receptor quimeérico
LBD-PPARyY/DBD-GAL4, LBD-RXRa/DBD-GAL4 ou LBD-PPARyC285S/DBD-GAL 4
e 240 ng do plasmideo GAL4-LUC, que contém o elemento responsivo destes
receptores (GAL4) fusionado ao gene repérter da luciferase.

Seis horas apos a transfecgao, as células foram tratadas por 24 horas com
veiculo (DMSO), rosiglitazona 10 M, &cido 9-cis retindico 10 M, cloreto de TBT,
diacetato, dicloreto, dilaurato ou maleato de DBT nas concentragdes de 107" M até a
concentragdo maxima né&o toxica observada no ensaio de citotoxicidade. Nas células
transfectadas com o PPARy mutante (LBD-PPARyC285S/DBD-GAL4) o tratamento
foi feito com a maxima concentracdo nao toxica de cada um dos compostos
organoestanicos. A rosiglitazona (agonista total do PPARYy), o acido 9-cis retindico
(agonista do RXRa) e o cloreto de TBT (agonista dos dois receptores em estudo)
foram utilizados como controles positivos.

A atividade da luciferase foi mensurada utilizando o Reporter Luciferase
Assay Kit (Promega®) de acordo com as instrugdes do fabricante. Nesta etapa, as
células foram lisadas e foi adicionado o substrato da luciferase, a luciferina. A
luciferase catalisa a oxidag&o da luciferina em um processo no qual energia quimica
€ convertida em luz. Esta luminosidade foi entdo quantificada em um aparelho
luminémetro (GloMax® 20/20 Luminometer - Promega®) em unidades relativas de
luz. O calculo da atividade transcricional dos receptores, representado pela atividade
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relativa da luciferase, foi feito dividindo-se os valores de unidades relativas de luz
das amostras tratadas com os ligantes em estudo pelo valor de unidades relativas
de luz das amostras tratadas com veiculo.

Os dados foram expressos como média * desvio padrao da atividade relativa
da luciferase das amostras tratadas com os ligantes comparada ao veiculo (DMSO).
A analise de variancia (ANOVA) seguida pelo post-hoc de Bonferroni foram os testes
estatisticos utilizados. O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. Todas as
analises foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism® version 6.0c.

Cada experimento foi realizado em triplicada e repetido no minimo trés vezes.

4.4 ENSAIO DE DIFERENCIAGCAO DE ADIPOCITOS

A diferenciacdo de adipocitos in vitro € um ensaio bastante utilizado para a
avaliacdo da adipogénese e que permite explorar os multiplos mecanismos celulares
e moleculares envolvidos neste processo (203).

Neste experimento, com o objetivo de avaliar os efeitos dos DBTs sobre a
adipogénese, foi utilizada a linhagem 3T3-L1, células embrionarias de
camundongos, ja comprometidas com a diferenciagao adipocitaria e que apresentam
morfologia de fibroblastos em cultura. Quando estimuladas a se diferenciarem em
adipocitos por um coquetel indutor de diferenciacdo, composto por insulina,
dexametasona e isobutilmetilxantina (IBMX), rapidamente perdem a morfologia
fibroblastica, assumindo uma aparéncia arredondada com goticulas lipidicas
podendo ser observadas em seu interior, tornando-se entdo adipdcitos
diferenciados. Cada um destes indutores ativa vias sinalizadoras celulares
essenciais para a diferenciacdo das células em adipécitos: a insulina ativa a
expressdo de genes especificos de adipocitos, a dexametasona ativa o fator de
transcricao C/EBP e a IBMX o C/EBP&. O C/EBP e o C/EBP® induzem entao a
transcricao do C/EBPa e do PPARYy (203-205). Esse tipo celular foi escolhido por ser
um dos modelos mais bem caracterizados e utilizados para se estudar os eventos
moleculares envolvidos na conversao de pré-adipdcitos em adipdcitos (205-207).

Além disso, como ja se sabe que o tecido adiposo secreta uma série de

proteinas sinalizadoras que funcionam como mediadores inflamatdrios (89), este
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modelo de diferenciacdo de adipdcitos também foi utilizado para estudar os efeitos
dos DBTs sobre a expressao de genes inflamatorios neste tipo celular.

O experimento de adipogénese esta representado na Figura 6 e foi realizado
baseado no protocolo de Kanayama e colaboradores, 2005 (175) que se encontra

descrito a seguir.
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Figura 6. Ensaio de diferenciagdo de células 3T3-L1.

Células 3T3-L1 foram mantidas em meio de cultura sem indutores de diferenciacédo até o dia 0. Apos
esse periodo, o meio de cultura foi substituido por meio indutor de diferenciacdo contendo 10 pg/mL
de insulina humana (dia 0 ao dia 2). Do dia 2 ao dia 3 ou 14, as células permaneceram em meio de
cultura para manutengdo de adipdcitos contendo 5 pg/mL de insulina humana. Durante todo o
periodo de diferenciagédo, as células foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona, cloreto de
TBT ou com os DBTs. (Figura adaptada de Cell Care Manual Maintenance and Differentiation of 3T3-
L1 Preadipocytes to Adipocytes da ZenBio, 2015 (208)).

Células 3T3-L1 foram semeadas em placas de 6 pogos (48 x 10° células por
po¢o) e mantidas em incubadora a 37°C e 5% de CO, com meio de cultura DMEM
acrescido de 10% de soro neonatal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de
estreptomicina. As células foram mantidas nessas condigbes até atingirem 100% de
confluéncia (considerado o dia -2).

Atingida a confluéncia de 100%, as células permaneceram por mais dois dias,
do dia -2 ao dia 0, sendo cultivadas em iguais condicbes. Esse periodo foi
necessario para a parada do crescimento, pré-requisito para a diferenciacdo celular
(203, 207).

Em seguida, foi realizada a troca do meio de cultura por um meio indutor de
diferenciagao constituido por DMEM, 10% de soro fetal bovino, 10 ug/mL de insulina
humana, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, que foi mantido por
dois dias (dia 0 ao dia 2). O coquetel indutor de adipogénese composto por insulina,
dexametasona e IBMX, constitui um forte estimulo para a diferenciagdo (205). Por
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isso, com o objetivo de diminuir a agado destes indutores sobre a diferenciagao e
avaliar o efeito dos organoesténicos sobre esse processo, foi utilizada somente a
insulina. Em pré-adipécitos, a insulina ndo afeta o numero de células diferenciadas e
sua acao consiste em acelerar o acumulo de lipideos intracelulares (203).

No dia 2, o meio de cultura foi novamente substituido por um meio de
manutengao de adipdcitos constituido por DMEM, 10% de soro fetal bovino, 5 ug/mL
de insulina humana, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, que foi
mantido, com troca de meio a cada 48 horas, até a fixacdo ou coleta das células.

Durante todo o periodo de diferenciagdo, as células foram tratadas com
veiculo (DMSO), rosiglitazona 10”7 M ou com os organoestanicos nas concentragdes
de 10" M até a concentracdo maxima que ndo induzia a morte neste tipo celular,
que foi 107 M para o cloreto de TBT, o diacetato, o dicloreto e o maleato de DBT e
10° M para o dilaurato de DBT. O tratamento foi realizado a cada 48 horas,
iniciando-se sempre no dia 0.

Nos resultados, sdo apresentadas as concentragdes que provocaram o maior
acumulo lipidico, que coincidiram com as maximas concentragdes n&o téxicas para
este tipo celular (107 M para todos os organoestanicos). A Unica excecdo foi o
dilaurato de DBT, cujo maior acumulo lipidico foi observado na concentragao de 10
M, sendo a maxima nao toxica de 10™ M.

Também foi avaliado se o potencial adipogénico dos DBTs era mediado pelo
PPARYy. Para isso, células 3T3-L1 foram diferenciadas e tratadas, seguindo o
mesmo protocolo descrito acima, na presenga ou na auséncia do antagonista de
PPARy T0070907 (Cayman Chemical) na concentragéo de 1 uM, que foi adicionado
ao meio de cultura a cada 12 horas.

O T0070907 é um antagonista especifico e que apresenta alta afinidade com
o PPARYy. Liga-se covalentemente a cisteina 313, localizada na hélice 3 do LBD do
PPARy, o que induz uma mudanga conformacional que impede a ligagdo de
proteinas coativadoras e favorece o recrutamento de proteinas correpressoras pelo
heterodimero PPARy/RXRa. Devido a isso, o T0070907, mesmo na presenga de um
potente agonista de PPARy, como a rosiglitazona, é capaz de inibir completamente
a atividade transcricional deste receptor e também a diferenciagao de células 3T3-L1
em adipécitos (209).
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Baseado nessas informagdes, espera-se que a presenga de um antagonista
tdo potente impeca a acdo de agonistas sobre o PPARy e permita avaliar se os
efeitos adipogénicos dos DBTs ocorrem via PPARYy.

O efeito adipogénico dos DBTs foi avaliado por meio de trés métodos: (i)
coloracao das células com o reagente 6leo vermelho O, (ii) Western Blotting e (iii)
RT-gPCR (Transcricao reversa seguida por reagcao em cadeia da polimerase em
tempo real/quantitativa).

Ja o efeito dos DBTs sobre a expressdo de genes inflamatérios foi avaliado
por RT-qPCR.

4.41 Coloragido com Oleo Vermelho O

A coloragdo das células com o6leo vermelho O foi feita no 14° dia de
diferenciagcdo. No protocolo adotado, esse foi o tempo necessario para que
pudessem ser observadas células com fendtipo de adipécitos diferenciados, sendo
ent&o possivel avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a adipogénese.

Para a coloracido, o meio de cultura foi descartado e as células lavadas duas
vezes com solucdo salina de fosfato para a fixacdo das mesmas, por 40 minutos,
com formaldeido 4% (Sigma-Aldrich®). Em seguida, as células foram incubadas
durante 1 hora com éleo vermelho O (Sigma-Aldrich®), na concentracdo de 0,5%
dissolvido em isopropanol. Esse reagente pigmenta as goticulas de lipideos e
permite avaliar o acumulo lipidico pela coloragao. Para a fotodocumentacéo, foi feito
o registro de uma area de 9,5 cm?, que corresponde a superficie total de uma
cavidade de uma placa de 6 pogos.

Este experimento foi repetido, pelo menos, trés vezes.

4.4.2 Western Blotting

O Western Blotting € uma técnica bastante utilizada em Biologia Molecular
que permite detectar proteinas especificas em lisados celulares ou em tecidos.
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Consiste em analisar as amostras por eletroforese em gel de poliacrilamida (que
separa as proteinas desnaturadas de acordo com o seu peso molecular), transferir
essas proteinas para uma membrana (que contém microporos, nos quais as
proteinas se fixam) e adicionar anticorpos especificos para detecgao da proteina de
interesse. Os detalhes do método encontram-se a seguir.

Decorridos 14 dias de tratamento e diferenciacdo, tempo necessario para a
maturagdo adipocitaria, as 3T3-L1 foram coletadas e lisadas com solu¢do contendo
50 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1% de Triton 10% e coquetel inibidor de
protease (Sigma-Aldrich®) por 1 hora a 4°C. A concentragdo de proteinas totais de
cada amostra foi determinada pelo método de Bradford (210), utilizando o reagente
Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad®).

Apéds a quantificagdo, cada amostra (contendo 12,5 ug de proteinas totais) foi
fervida em tampao com mercaptoetanol, a 95°C por 10 minutos, com o intuito de
desnaturar as proteinas. Em seguida, foram aplicadas em gel de poliacrilamida
12,5% e transferidas para membrana de polivinilideno (PVDF, Millipore®) utilizando
um sistema semi-seco (Semidry Transfer Cell - Bio-Rad®). O bloqueio da membrana
foi feito com solugdo bloqueadora contendo leite em p6 desnatado a 5% em TBS-T
(20 mM de Tris-base, 150 mM de NaCl e 0,05% de Tween 20) por 30 minutos em
temperatura ambiente.

Para avaliar a expressao da proteina FABP4, marcador especifico de
adipdcitos, a membrana foi incubada com o anticorpo primario anti-FABP4
(produzido em cabra, 195657, abcam®) em solugdo bloqueadora a 1% (fator de
diluigdo de 1:300), por 16 horas, a 4°C. ApOs esse periodo, foi adicionado o
anticorpo secundario conjugado a enzima peroxidase (anti-cabra IgG-HRP sc-2354,
Santa Cruz Biotechnology®), também em solugdo bloqueadora a 1% (fator de
diluigdo de 1:1000), que permaneceu em contato com a membrana por 45 minutos,
a temperatura ambiente. Espera-se que, estando presente a proteina de interesse
na amostra, o anticorpo primario se ligue a mesma com consequente ligagdo do
secundario ao primeiro anticorpo.

Em seguida, a proteina FABP4 foi detectada por quimioluminescéncia com
adicdo a membrana do reagente de deteccdo Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent (GE®), que contém o substrato da peroxidase. Nas
amostras com expressao de FABP4, a adigao deste reagente resultou em emissao
de luz (produto da reagao da peroxidase com o seu substrato) que foi detectada por
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filme radiografico (Kodak®).

O GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase - glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase), utilizado como controle, foi identificado pelo anticorpo
primario anti-GAPDH (produzido em cabra, 9483, abcam®). O objetivo foi comparar
qualitativamente a expressao da proteina FABP4 entre as diferentes amostras,
considerando como controle a expressao de GAPDH, uma proteina cuja expressao
€ constitutiva e que nao varia com os tratamentos. Para detecgdo desta proteina
controle nas amostras em estudo, foram adotados os mesmos procedimentos
descritos acima.

Este experimento foi realizado no minimo trés vezes.

4.4.3 PCR quantitativa em Tempo Real

A avaliagédo dos efeitos dos DBTs sobre a expressdo de genes adipogénicos
e inflamatorios foi feita através da extragdo do RNA total seguida pela sintese de
DNA complementar (cDNA) por transcrigao reversa (RT) e amplificagéo por reagao
em cadeia da polimerase em tempo real/quantitativa (RT-qPCR).

Para isso, as células foram tratadas e diferenciadas durante um periodo de 3
dias, na presenga ou auséncia do antagonista de PPARy T0070907 (para avaliar a
expressdo dos genes adipogénicos Adipoq, Fabp4 e Glut4) ou 14 dias (para
avaliacdo da expressao dos genes associados a resposta inflamatoria Dcn, Fn1 e
Vcam1). O periodo de diferenciacao foi determinado baseado nos resultados de
Milton e colaboradores (2015), que mostraram uma maior expressédo de genes
adipogénicos no principio da diferenciagdo (72 horas iniciais) e de genes
inflamatorios ao término desse periodo (em adipécitos maduros) (211).

Optou-se por avaliar a expressédo da Adipoq, Fabp4 e Glut4, por serem genes
envolvidos no processo de adipogénese, essenciais para que as ceélulas adquiram o
fendtipo de adipdcitos e considerados marcadores especificos deste tipo celular
(212). O gene Adipoq codifica a proteina adiponectina, que é secretada por
adipécitos e in vivo possui agao sensibilizadora da insulina (213, 214). Ja o Fabp4
codifica a proteina 4 ligadora de acidos graxos, que participa dos processos de
captagao, transporte e metabolismo de acidos graxos (212, 215). Enquanto o Glut4
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codifica a proteina transportadora de glicose tipo 4, um transportador de glicose
regulado pela insulina (212, 216).

Apesar de n&do serem genes inflamatérios classicos, o Dcn, o Fn1 e o Vcam1
foram escolhidos baseado no estudo de Milton e colaboradores (211) que tragaram o
perfil de expressédo génica de células 3T3-L1 tratadas com rosiglitazona e GQ-16,
um agonista parcial especifico de PPARy. Os resultados mostraram que o GQ-16
reprimiu estes genes e, por isso, decidiu-se avaliar os efeitos dos DBTs sobre a
expressdo dos mesmos. Além disso, também s&o genes cujas fungdes estdo
relacionadas a obesidade e a resisténcia a insulina.

O gene Dcn (decorin) codifica a decorina, que esta envolvida em diversos
processos inflamatorios, como no recrutamento de monocitos para o sitio
inflamatorio (217) e também na inibicdo da proliferacao e apoptose de macréfagos
(218). Também esta relacionada a inibicado da proliferagéo de pré-adipécitos (219) e
atua como um receptor para a resistina em células mesenquimais (220). Ja o Fn1
(fibronectin 1) codifica a fibronectina 1, uma glicoproteina que participa de diversos
processos inflamatorios (221) e cuja concentragéo plasmatica esta correlacionada
com a obesidade (222). E o Vcam1 (molécula 1 de adesado celular vascular -
vascular cell adhesion molecule 1) que codifica uma citocina pré-inflamatéria que
participa do recrutamento de leucdcitos para o sitio inflamatério (223). Sua
expressao também esta relacionada com o desenvolvimento da arteriosclerose (224,
225).

Os primers utilizados para amplificagcédo destes genes de interesse foram
obtidos do NCBI (National Center for Biotechnology Information -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov) e sintetizados pela empresa IDT® (Integrated DNA
Technologies). Os critérios para escolha dos primers foram os seguintes: sequéncia
conter entre 20 e 24 nucleotideos, conteudo de guanina e citosina (GC) entre 50 e
60%, temperatura de melting de aproximadamente 60°C, tamanho do produto de
amplificagdo entre 70 e 200 pares de base (bp) e abranger as jungdes éxon-éxon
para evitar a amplificacdo de DNA gendmico. Em seguida, para conferir a
especificidade dos primers, foi realizada uma simulagdo computacional, utilizando o
programa In silico PCR (disponivel em UCSC Genome Browser Home -

http://genome.ucsc.edu).

Concluido o periodo de diferenciacdo, o RNA total foi extraido das células
utilizando-se o reagente TRIzol (Invitrogen®), conforme instru¢des do fabricante. Em
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seguida, com o intuito de remover possiveis contaminagées por DNA genémico, as
amostras foram tratadas com DNase (Amplification Grade DNase I, Sigma-Aldrich®),
também seguindo as recomendacdes do fabricante. Para quantificagdo do RNA total
e determinac&o do grau de pureza de cada amostra, foi utilizado o espectrofotdmetro
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

Apds a quantificacdo, utilizando-se o kit Power SYBR® Green RNA-to-CT 1-
Step (Applied Biosystems), foram efetuadas, em uma unica etapa, a transcrigdo
reversa (RT) de 5 ng de RNA total seguida pela amplificagéo por reagao em cadeia
da polimerase em tempo real (QPCR).

Todas as reagdes de RT-gPCR foram realizadas no equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e foram padronizadas
da seguinte forma: 30 minutos a 48°C, para realizagdo da reagcdo de transcri¢ao
reversa; 10 minutos a 95°C, para ativagcdo da enzima DNA polimerase; 40 ciclos de
amplificagao (95°C por 15 segundos para desnaturagao e 60°C por 1 minuto para
anelamento e extensao) e um ciclo de curva de melting (com aumento gradativo da
temperatura de 60°C para 95°C).

Finalizadas as reagdes de RT-qPCR, os valores dos Cts obtidos para todos
0s genes alvos (genes adipogénicos e inflamatdrios) foram normalizados em fungao
do controle endégeno (Gapdh): ACt = Ct gene alvo — Ct Gapdh. Em seguida, a
quantificagcéo relativa da expressédo dos genes alvos foi feita utilizando-se o método
22C! (226). Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da
expressdo nas amostras tratadas em relagdo ao veiculo (DMSO). A analise
estatistica foi feita utilizando a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo post-hoc
de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. Todas as analises
foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism® version 6.0c.

Cada experimento foi realizado em triplicada e repetido no minimo duas
vezes.

No Apéndice A encontram-se as sequéncias dos primers assim como todos
os dados referentes a validacdo dos mesmos que incluem: (i) as curvas de melting
(mostrando a especificidade dos primers) e (ii) as curvas de eficiéncia (indicando
que a eficiéncia de amplificagdo do gene alvo e do gene referéncia sdo semelhantes,
um pré-requisito para utilizacdo do método 22" (226, 227).
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4.5 ENSAIO DE ESTIMULAGCAO DE MACROFAGOS COM LPS

Além de promover a adipogénese, a ativagdo do PPARy também esta
associada a efeitos anti-inflamatérios (54, 228). Baseado nestas informagdes, o
objetivo deste ensaio foi explorar melhor a atividade dos DBTs sobre a expressao de
genes inflamatdrios, porém em um outro tipo celular, em RAW 264.7. Estas células
sdo macrofagos de camundongos derivados de ascites e de tumores induzidos por
Virus da Leucemia Murina de Abelson (229). Foram escolhidas por serem um
modelo no qual a resposta inflamatodria pode ser facilmente detectada. Sdo células
que expressam o PPARYy (54) e que quando estimuladas com endotoxinas, como
por exemplo lipopolissacarideo (LPS), secretam uma série de citocinas inflamatorias
(TNFa, IL-6, IL1B) (230, 231), o que permite avaliar o efeito de ligantes sobre a
expressao destes marcadores (110, 111).

Com esta finalidade, células RAW 264.7 foram semeadas em placas de 12
pocos (15 x 10* células por poco) e, 24 horas depois, tratadas com veiculo (DMSO),
rosiglitazona 10° M, cloreto de TBT 107 M, diacetato 107 M, dicloreto 107 M,
dilaurato 10° M ou maleato 107 M de DBT. Decorridas 4 horas de tratamento, foi
adicionado o LPS 100 ng/mL (Sigma-Aldrich®) e 24 horas apds, as células foram
coletadas para analise da expressao génica do TNFa.

Optou-se por avaliar a expressdao do TNFa por ser um mediador inflamatério
classico e altamente expresso em células RAW 264.7 estimuladas por LPS (230,
231). E também pelo fato de que ja se encontra bem relatado na literatura que tanto
ligantes naturais como sintéticos de PPARy diminuem a expressao deste marcador
(54, 110, 111).

A expressdo do TNFaq, feita através da extracdo do RNA total seguida por RT-
gPCR, assim como a analise dos dados seguiram o protocolo descrito no item “4.4.3
PCR quantitativa em tempo real’.

Este experimento foi realizado em triplicada e repetido trés vezes.

No Apéndice A encontram-se as sequéncias dos primers TNFa e Gapdh

(gene de referéncia) e todos os dados referentes a validagao dos mesmos.
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5 RESULTADOS

51  AVALIAGCAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS DE DBT

O experimento de citotoxicidade foi realizado com o intuito de determinar as
maximas concentragdes nao toxicas dos organoestanicos para serem utilizadas no
ensaio de transfecgdo e gene reporter. Foram consideradas concentragbes nao
toxicas aquelas que resultaram em uma viabilidade celular igual ou superior a 80%.

Como mostrado na Figura 7, as concentragées de 10" M até 107 M ndo
foram toxicas para as células tratadas com cloreto de TBT e maleato de DBT. Ja
para os diacetato e dicloreto de DBT, de 10" M até 10° M observou-se uma
viabilidade celular média superior a 80%. Dentre os compostos em estudo, o
dilaurato de DBT foi o que exibiu menor citotoxicidade, sendo considerada toxica
para as células apenas a concentracéo de 10 M.
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Figura 7. Ensaio de citotoxicidade.

Células HelLa foram tratadas com veiculo (DMSQO) ou com concentragbes crescentes (10'11 até 10™
M) dos organoestanicos em estudo por 24 horas seguida pela incubagcdo com o reagente MTT. Os
dados estdo apresentados como média + desvio padrdo do percentual de células viaveis apés o
tratamento, considerando a viabilidade das células tratadas com veiculo como 100%. A figura
representa os resultados de dois experimentos independentes realizados em sextuplicata.
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5.2 OS DBTS SAO AGONISTAS DE PPARy E RXRa

Determinadas as maximas concentragbes n&o toxicas dos organoestanicos
que poderiam ser utilizadas no ensaio de transfeccdo e gene reporter, a proxima
etapa foi investigar os efeitos dos compostos de dibutilestanho sobre a atividade
transcricional dos receptores nucleares PPARy e RXRa.

Neste ensaio, a rosiglitazona (agonista total do PPARy), o acido 9-cis
retindico (agonista do RXRa) e o cloreto de TBT (agonista dos dois receptores em
estudo) foram utilizados como controles positivos.

Conforme ja relatado na literatura, o cloreto de TBT induziu a atividade
transcricional do PPARy se comportando como um agonista parcial de PPARYy,
quando comparado com o agonista total rosiglitazona (Figura 8 A e B).

De forma semelhante ao cloreto TBT, o diacetato, o dicloreto, o dilaurato e o
maleato de DBT também ativaram parcialmente o PPARy. O cloreto de TBT, o
diacetato, o dilaurato e o maleato de DBT aumentaram a atividade transcricional do
PPARy somente nas maiores concentragdes utilizadas. Ja a ativacdo promovida
pelo dicloreto de DBT foi observada nas duas maiores concentragbes (Figura 8 A e
B).
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Figura 8. Os DBTs sao agonistas de PPARYy.

Células HelLa foram co-transfectadas com os plasmideos contendo os cDNA dos receptores
nucleares quiméricos GAL4-PPARy e com o elemento responsivo do GAL4 fusionado ao gene
reporter da luciferase. (A) As células foram tratadas com veiculo (DMSO), cloreto de TBT (TBT),
diacetato (Dia), dicloreto (Diclo), dilaurato (Dila) ou maleato (Mal) de DBT de 10" M até a maxima
concentragdo nao téxica (B) ou com veiculo (DMSO), rosiglitazona (Rosi) 10"° M ou com as maximas
concentragdes nao toxicas de cada um dos compostos organoestanicos. Os dados estdo expressos
como média = desvio padrao da atividade relativa da luciferase das amostras tratadas com os
ligantes em relagdo as amostras tratadas com veiculo (DMSO). A figura representa os resultados de
trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. * p < 0,01 (comparado ao veiculo).
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Da mesma forma, em concordancia com resultados previamente descritos, o
cloreto de TBT também induziu a atividade transcricional do RXRa ativando de
forma total este receptor, promovendo uma ativagao cerca de trés vezes maior do
que a provocada pelo agonista natural acido 9-cis retinéico (Figura 9 A e B).

Ja entre os compostos de dibutilestanho, somente o dicloreto e o dilaurato de
DBT ativaram o RXRa e, diferente do cloreto de TBT, de forma parcial. A ativagao do
RXRa promovida pelo cloreto de TBT foi observada nas trés maiores concentragdes
utilizadas, enquanto que para os dicloreto e dilaurato de DBT, ocorreu apenas nas
maiores concentragdes (Figura 9 A e B).
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Figura 9. Os DBTs sao agonistas de RXRa.

Células Hela foram co-transfectadas com os plasmideos contendo os cDNAs dos receptores
nucleares quiméricos GAL4-RXRa e com o elemento responsivo do GAL4 fusionado ao gene repoérter
da luciferase. (A) As células foram tratadas com veiculo (DMSO), cloreto de TBT (TBT), diacetato
(Dia), dicloreto (Diclo), dilaurato (Dila) ou maleato (Mal) de DBT de 10™ M até a maxima
concentragdo nao toxica (B) ou com veiculo (DMSO), acido 9-cis retindico (9-cis) 10° M ou com as
maximas concentra¢des ndo téxicas de cada um dos compostos organoestanicos. Os dados estéo
expressos como média = desvio padrao da atividade relativa da luciferase das amostras tratadas com
os ligantes em relagdo as amostras tratadas com veiculo (DMSO). A figura representa os resultados
de trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p < 0,0001 (comparado ao veiculo).

5.3 A CISTEINA 285 E IMPORTANTE PARA A ATIVACAO DO PPARy
PELOS DBTs

Apos os achados de que os quatro compostos de dibutilestanho em estudo
sao agonistas do PPARYy, decidiu-se investigar se a cisteina 285 € importante para a
atividade transcricional deste receptor induzida pelos DBTs. Este experimento foi
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realizado baseado em resultados prévios que mostraram que a ativagao do PPARy
pelo cloreto de TBT é dependente da cisteina 285 (71).

Os resultados mostraram que a substituicdo da cisteina pela serina na
posicao 285 no LDB do PPARYy aboliu a atividade transcricional do PPARYy induzida
por todos os compostos em estudo, mostrando que este residuo € essencial para a

ativagéo do PPARYy por estes organoestanicos (Figura 10).

Gal4 PPARy

Hl Wild Type *
[ C285S

Atividade relativa da luciferase

Concentragao (M)

Figura 10. A cisteina 285 é importante para a ativagao do PPARy pelos DBTs.

Células HelLa foram co-transfectadas com o plasmideo wild type (selvagem) contendo o cDNA do
receptor nuclear quimérico GAL4-PPARy ou com o mutante GAL4-PPARyC285S e com o elemento
responsivo do GAL4 fusionado ao gene reporter da luciferase. As células foram tratadas com veiculo
(DMSO) ou com as maximas concentragbes nao toxicas de cada um dos compostos
organoestanicos, cloreto de TBT (TBT), diacetato (Dia), dicloreto (Diclo), dilaurato (Dila) ou maleato
(Mal) de DBT. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da atividade relativa da
luciferase das amostras tratadas com os ligantes em relacdo as amostras tratadas com veiculo
(DMSO). A figura representa os resultados de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. * p < 0,0001 (comparado ao veiculo) e # p < 0,01 wild type versus mutante C285S.

5.4 OS DBTS INDUZEM A ADIPOGENESE EM CULTURA DE CELULAS

Ja se sabe que o PPARYy é um dos principais reguladores da adipogénese e,
baseado nos resultados de que os DBTs sdo agonistas parciais deste receptor,
decidiu-se entdo por avaliar os efeitos destes compostos sobre a diferenciacdo de
adipocitos em cultura de células.

Por meio da analise da coloragdao com 6leo vermelho O, foi possivel observar

que todos os DBTs promoveram o acumulo de lipideos (Figura 11 A).
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Foram também avaliadas as expressdes génica e proteica da Fabp4, um
marcador especifico de adipécitos, e os resultados estdo de acordo com os do
acumulo lipidico observado pela pigmentagdo com o reagente 6leo vermelho O
(Figura 11 A e B).

De forma semelhante, também houve um aumento significativo na expresséo
dos genes relacionados a adipogénese, Adipoqg e Glut4, nos pré-adipdcitos
induzidos a se diferenciarem na presenca dos compostos organoestanicos
avaliados. A unica excecéo foi o diacetato de DBT, cuja expressdo dos marcadores
adipogénicos nao foi diferente do controle (células tratadas com veiculo) (Figura 11
C).
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Figura 11. Os DBTs induzem a adipogénese em cultura de células 3T3-L1.

Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciarem em ad|p00|tos com insulina e tratadas com veiculo
(DMSO), r03|glltazona (Rosi) 10”7 M cloreto de TBT (TBT) 10 M, diacetato (Dia) 10”7 M, dicloreto
(Diclo) 10" M, dilaurato (Dila) 10° M ou maleato (Mal) 107 M de DBT durante todo o perlodo de
diferenciagéo. (A) As células foram diferenciadas por 14 dias, fixadas, coradas com 6leo vermelho O
e fotodocumentadas (registro de uma area de 9,5 cm ) (B) As células foram diferenciadas por 14 dias
e lisadas para avaliagdo da expressao da proteina FABP4 por Western Blotting. (C) As células foram
diferenciadas por 3 dias e coletadas para avaliagdo da expressédo dos genes Fabp4, Adipoq e Glut4
por PCR quantitativa em tempo real. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo dos
niveis de transcritos dos ligantes em relagdo ao veiculo (DMSO). Estes resultados se reproduziram
em, pelo menos, trés experimentos independentes. * p < 0,05 (comparado ao veiculo).
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5.5 O EFEITO ADIPOGENICO DOS DBTS E DEPENDENTE DO PPARYy

Baseado nos resultados que mostraram que os DBTs promoviam a
adipogénese em cultura de células, o proximo passo foi investigar se estes efeitos
ocorriam via PPARYy. Para isso, foi utilizado um potente antagonista desta isoforma
do receptor.

O co-tratamento das células 3T3-L1 com o antagonista especifico de PPARy
T0070907 reduziu o acumulo de lipideos induzido pelos organoestanicos, o que
pode ser constatado pela comparagdo da coloracdo com o 6leo vermelho O e da
expressdo génica da Fabp4 entre as células tratadas e ndo tratadas com o
antagonista (Figura 12 A e B). Estes resultados sugerem que o efeito adipogénico
destes compostos € dependente do PPARY.

A redugcdo da expressdao génica da Fabp4 nas células tratadas com
T0070907, em relagcédo as né&o tratadas, foi menor para o cloreto de TBT do que para

os demais compostos avaliados (Figura 12 B).
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Figura 12. O efeito adipogénico dos DBTs é dependente do PPARYy.

Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciarem em adipocitos com insulina e tratadas com veiculo (DMSO),
rosiglitazona (Rosi) 107M, cloreto de TBT (TBT) 10”M, diacetato (Dia) 107M, dicloreto (Diclo) 10”'M, dilaurato
(Dila) 10°M ou maleato (Mal) 10’M de DBT na presenca ou na auséncia de T0070907 10° M. (A) Células
diferenciadas por 14 dias, fixadas, coradas com 6leo vermelho O e fotodocumentadas (registro de uma area de
9,5 sz)_ (B) Células diferenciadas por 3 dias e coletadas para avaliagdo da expressédo do gene Fabp4 por PCR
quantitativa em tempo real. Dados expressos como média + desvio padréo dos niveis de transcritos dos ligantes
em relacdo ao veiculo (DMSO). Resultados reproduzidos em, pelo menos, trés experimentos independentes. * p
< 0,01 (comparado ao veiculo na auséncia do T0070907) e # p < 0,001 (comparando o mesmo ligante na
presenga e na auséncia de T0070907).
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5.6 OS DBTS REPRIMEM GENES RELACIONADOS A RESPOSTA
INFLAMATORIA EM CULTURA DE CELULAS

O tecido adiposo secreta uma série de proteinas sinalizadoras que funcionam
como mediadores inflamatérios (89). Além disso, ja se encontra bem relatado na
literatura que a ativacao do PPARy diminui a expressao destes genes (54, 228).
Considerando-se que tanto o cloreto de TBT quanto os DBTs avaliados séao
agonistas parciais deste receptor, também foram verificados os efeitos desses
compostos sobre a expressdo de genes associados a resposta inflamatéria em
células induzidas a se diferenciarem em adipdcitos.

Na linhagem celular 3T3-L1, todos os organoestanicos estudados reprimiram
a expressao de genes relacionados a resposta inflamatéria aqui avaliados, o Dcn, o
Fn1 e o Vcam1. A excecéo foi o diacetato de DBT que n&o suprimiu a expressao do
Dcn e Vcam1. O cloreto de TBT apresentou efeito inibitério semelhante ao da
rosiglitazona, enquanto os dicloreto, dilaurato e maleato de DBT mostraram efeito
moderado sobre os genes avaliados (Figura 13).
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Figura 13. Os DBTs reprimem genes relacionados a resposta inflamatéria em células 3T3-L1.
Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciarem em adipdcitos com insulina e tratadas com veiculo
(DMSO), rosiglitazona (Rosi) 10" M, cloreto de TBT (TBT) 10" M, diacetato (Dia) 107 M, dicloreto
(Diclo) 10" M, dilaurato (Dila) 10°M ou maleato (Mal) 107" M de DBT por 14 dias. Em seguida foram
coletadas para avaliagdo da expressao dos genes Dcn, Fn1 e Vcam1 por PCR quantitativa em tempo
real. Dados expressos como média + desvio padrédo dos niveis de transcritos dos ligantes em relagéo
ao veiculo (DMSO). A figura representa os resultados de trés experimentos independentes realizados
em ftriplicata. * p < 0,01 (comparado ao veiculo).
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Ja em células RAW 264.7, como ja era esperado, em todas as amostras, o
estimulo com LPS aumentou significativamente a expressédo de TNFa. Porém,
apenas o cloreto de TBT e o dilaurato de DBT conseguiram reduzir de forma

significativa esta expressao, quando comparados as amostras tratadas com veiculo
e estimuladas com LPS (Figura 14).
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12+

Expressao relativa mRNA
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Figura 14. Os DBTs reprimem genes associados a resposta inflamatéria em células RAW 264.7.
Células RAW 264.7 foram tratadas com veiculo (Veic), rosiglitazona (Rosi) 10 M, acido 9-cis
retindico (9 cis) 10° M, cloreto de TBT (TBT) 107 M, diacetato (Dia) 10"® M, dicloreto (Diclo) 107 M,
dilaurato (Dila) 10°M ou maleato (Mal) 10" M de DBT. Apds 4 horas, foram tratadas com LPS 100
ng/mL e, depois de 24 horas, coletadas para andlise da expressdo génica do TNFa por PCR
quantitativa em tempo real. Dados expressos como média * desvio padrdo dos niveis de transcritos
dos ligantes em relagéo ao veiculo (DMSO). A figura representa os resultados de trés experimentos
independentes realizados em ftriplicata. * p < 0,01 (comparado as amostras veiculo + LPS).
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6 DISCUSSAO

Atualmente, ha 18 tipos de compostos de DBT registrados na Agéncia
Européia de Produtos Quimicos (European Chemicals Agency - ECHA) e, segundo
dados do Espago Econémico Europeu (European Economic Area - EEA), cerca de
10 a 100 toneladas deste organoestanico sao fabricados e/ou importados por ano
(182).

Devido a isso, ha uma crescente preocupacao sobre o fato de se saber tao
pouco sobre compostos com os quais os seres humanos estao continuamente em
contato. Deste modo, buscando contribuir para a geragdo de mais conhecimentos
sobre esse assunto, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito de quatro destes
compostos, o diacetato, o dicloreto, o dilaurato e o maleato de DBT sobre a atividade
transcricional dos receptores nucleares PPARy e RXRa e também sobre a
adipogénese e a inflamagéo em cultura de células de mamiferos.

A atividade agonista do cloreto de TBT sobre o PPARYy (22, 175), bem como
os seus efeitos adipogénicos em cultura de células mediados por este receptor (20,
21), ja foram relatados na literatura. Porém, até o momento, nenhum outro estudo
havia mostrado que os compostos de dibutilestanho sdo agonistas parciais do
PPARYy e que também promovem a adipogénese em cultura de células.

No presente estudo, o cloreto de TBT e todos os DBTs avaliados ativaram
parcialmente o PPARy. Em ensaios de transfecgdo e gene reporter, o diacetato, o
dilaurato e o maleato de DBT, nas maiores concentragdes utilizadas (10° M, 10° M
e 107 M, respectivamente), induziram a atividade transcricional do PPARy de
maneira bem similar ao cloreto de TBT. Ja o dicloreto de DBT (na concentracao de
10 M) promoveu uma ativagdo cerca de trés vezes maior que a atingida pelo
cloreto de TBT (a 107 M). Embora este resultado, de que o cloreto de TBT é um
agonista parcial de PPARYy, ja tenha sido descrito anteriormente (22, 175, 179), a
atividade agonista de compostos de DBT neste receptor nuclear ainda ndo havia
sido mostrada, havendo poucos relatos na literatura. Em 2006, Grun e
colaboradores descreveram que o dicloreto de DBT ndo alterou a atividade
transcricional do PPARy (22). E, em 2009, Hiromori e colaboradores também
investigaram os efeitos deste DBT sobre a atividade transcricional do PPARYy e, da

mesma forma, ndo encontraram nenhum efeito significativo (197). Alguns aspectos
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podem ajudar a explicar as diferengas entre os resultados do presente estudo e dos
demais, como: (i) o tipo celular utilizado (HeLa no presente trabalho, Cos-7 no
estudo de Grun et al. (22) e JEG-3 no estudo de Hiromori et al. (197)) e (ii) a
concentracio utilizada do dicloreto de DBT, que no presente estudo foi dez vezes
maior (10° M) que a usada por Hiromori e colaboradores (107 M). Grun e
colaboradores n&o informaram a concentracdo empregada do referido
organoestanico.

Foi mostrado ainda que o cloreto de TBT ativou o RXRa, comportando-se
como um agonista total. Entre os compostos de DBT, apenas o dicloreto e o
dilaurato de DBT ativaram este receptor, porém, de forma parcial. O agonismo total
observado com o cloreto de TBT no RXRa ja havia sido descrito anteriormente (22,
175, 179), assim como a ativagao parcial deste receptor pelo dicloreto de DBT (22).
No entanto, este é o primeiro relato de que o dilaurato de DBT ativa o RXRa.

Outro achado relevante deste trabalho foi que a cisteina 285 & importante
para a ativacdo do PPARy pelos DBTs. Em 2015, Harada e colaboradores
publicaram a estrutura cristalografica do cloreto de TBT ligado ao LBD do PPARYy e
mostraram que o atomo de estanho do cloreto de TBT estabelece uma ligagdo ibnica
nao-covalente com o atomo de enxofre da Cys 285, localizada na H3 do PPARy
(71). No presente estudo, usando um plasmideo que expressa o LBD do PPARy
com a mutagado C285S, observou-se que, de maneira bem semelhante ao que foi
mostrado anteriormente para cloreto de TBT (71), a atividade transcricional induzida
pelos DBTs foi abolida quando a Cys 285 foi substituida por uma serina. Esses
resultados sugerem que, assim como o cloreto de TBT, pode haver uma interagao
entre o residuo de cisteina do PPARy e o atomo de estanho dos compostos de DBT.
Importante ressaltar que este aminoacido também é essencial para a ativagdo do
PPARy por ligantes endogenos, como a prostaglandina J2 e os acidos
eicosatetraendicos oxidados (66). Desta forma, os resultados do presente estudo
sugerem que os DBTs se ligam ao bolso de ligacdo do PPARy de modo semelhante
ao cloreto de TBT.

A investigac&o do presente estudo sobre os efeitos dos DBTs em células 3T3-
L1 mostraram que estes compostos induziram a adipogénese, porém em menor
intensidade que o cloreto de TBT. Este efeito adipogénico do cloreto de TBT ja foi
observado anteriormente em pré-adipdcitos 3T3-L1, tanto na presenga (175) quanto
na auséncia do coquetel adipogénico (15, 22, 177). E, similarmente, ja foram
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relatados em células mesenquimais humanas (20) e de camundongos (20, 178),
linhagens ndo comprometidas com a diferenciagao adipocitaria.

O efeito adipogénico de todos os compostos testados foram confirmados pela
expresséo dos genes relacionados a adipogénese Fabp4, Adipoqg e Glut4, que foram
consistentes com os resultados de acumulo lipidico evidenciado pela coloragdo com
oleo vermelho O. O cloreto de TBT provocou um grande aumento na expressao
destes genes, enquanto que os DBTs causaram uma elevagdo moderada. Apenas
os efeitos do diacetato de DBT sobre a adipogénese n&o foram significativos.

A expressao da Fabp4 induzida pelo cloreto de TBT em células 3T3-L1 esta
de acordo com resultados ja publicados na literatura (22, 175). Os efeitos deste
composto na expressdo de Fabp4 e de outros genes relacionados a adipogénese,
como PPARy e leptina, também ja foi demonstrado em células mesenquimais
humanas (20) e de camundongos (20, 178).

Um aspecto observado no presente estudo foi que as concentragdes de TBT
e DBTs utilizadas para induzir a diferenciacdo de células 3T3-L1 em adipécitos néo
foram as mesmas que provocaram a ativacdo do PPARYy nos ensaios de transfecgao
e gene reporter. Esta diferenca pode estar relacionada ao préprio contexto celular, ja
que foram utilizadas células de camundongos nos experimentos de adipogénese e
células humanas nos ensaios de transativacao.

Foram também confirmados que os efeitos adipogénicos dos DBTs ocorrem
via PPARYy. Kirchner e colaboradores, usando o antagonista de PPARy T0070907
(20) e Li e colaboradores utilizando o GW9662 (21), ja haviam comprovado que o
cloreto de TBT promove a adipogénese de forma dependente do PPARy. De
maneira semelhante, no presente estudo também foi utilizado o T0O070907, o que
resultou em uma redugao consideravel no acumulo de lipideos induzidos pelos
DBTs. Entretanto, também foi observada uma menor capacidade deste antagonista
em inibir a adipogénese induzida tanto pela rosiglitazona, como pelo cloreto de TBT.
Esta insuficiéncia do TO070907 de inibir os efeitos adipogénicos da rosiglitazona ja
foi relatada previamente por Kirchner e colaboradores, que atribuiram a quantidade
de rosiglitazona utilizada, que foi dez vezes maior que a quantidade do antagonista
T0070907 (20). Porém, no presente estudo, este efeito continuou sendo observado,
mesmo usando uma concentragdo de T0070907 (10° M) dez vezes maior que a de
rosiglitazona (107 M).

Este antagonista, que € especifico de PPARYy, recruta os correpressores
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NCoR e SMRT para o heterodimero PPARy/RXRa, impedindo a transcricdo dos
genes alvos do PPARy (209). No entanto, mesmo na presenga do antagonista,
quando ha agonistas de RXRa (que é o caso do cloreto de TBT), este recrutamento
€ inibido. E, pelo fato de se tratar de um heterodimero permissivo, isso acaba
ativando o PPARy e induzindo a diferenciagcdo. Desta forma, dependendo da
concentragdo e da disponibilidade, a atividade do TO070907 pode ser influenciada
por ligantes de RXRa (209). Além disso, recentemente também foi constatado que o
PPARYy possui um sitio de ligagao alternativo e que este ndo é bloqueado pelos
antagonistas T0070907 e GW9662 (232).

No presente estudo, mesmo sendo um agonista parcial de RXRa, o dilaurato
de DBT nao foi capaz de induzir diferenciagdo quando o tratamento foi realizado
juntamente com o antagonista TO070907. Este resultado pode ser explicado pelo
fato do dilaurato de DBT ser um ligante com atividade agonista em RXRa dez vezes
menor que o cloreto de TBT.

O PPARYy é o principal regulador da adipogénese, com sua ativagao estando
igualmente relacionada com efeitos anti-inflamatérios (54, 228). Considerando-se
que neste estudo, tanto o cloreto de TBT quanto os DBTs se comportaram como
agonistas parciais deste receptor, também foram investigados os efeitos desses
compostos na expressédo de genes associados a resposta inflamatoria.

No presente estudo, em células 3T3-L1, assim como a rosiglitazona, o cloreto
de TBT reprimiu fortemente a expressédo dos genes Dcn, Fn1 e Vcam1. O dicloreto,
o dilaurato e o maleato de DBT também causaram supress&o significativa destes
genes inflamatorios, porém de maneira menos intensa. Ja no outro tipo celular
avaliado, em RAW 264.7 (macrofagos de camundongos), o cloreto de TBT inibiu
moderadamente a expressao do TNFa e, dentre os DBTs, somente o dilaurato de
DBT provocou esta mesma resposta. Também era esperado que a rosiglitazona
reprimisse o TNFa, pois ja se encontra bem relatado na literatura que as TZDs
diminuem a expressdo deste marcador inflamatério (110). Acredita-se que este
efeito teria sido observado se a concentragéo utilizada de rosiglitazona (10 M) e/ou
o tempo de tratamento fossem ajustados.

Embora em um contexto diferente, os efeitos de organoestanicos sobre a
resposta inflamataria ja foi investigado anteriormente. A exposigéo ao cloreto de TBT
provocou alteragdes de vias de sinalizacdo celulares essenciais para o

funcionamento de linfécitos humanos (233), além de ter induzido a apoptose de
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neutréfilos (234). Em outro estudo, o DBT reduziu a atividade de linfécitos humanos,
o que foi constatado tanto pela diminuicdo dos niveis de ATP, como da capacidade
dos mesmos em lisar células tumorais (192).

De forma similar ao presente estudo, Nakamuta e colaboradores mostraram
que em células RAW 264.7 estimuladas com LPS e tratadas com BADGE (um DE
que atua como agonista de PPARYy nesta linhagem celular), houve uma diminui¢ao
da expressao de TNFa (230). Desta forma, sugere-se que os efeitos dos
butilestanhos sobre a expressdo dos genes inflamatérios também possam ser
mediados pelo PPARY.

Nao se sabe se estes resultados baseados em ensaios celulares reproduzem-
se in vivo, mas ha alguns poucos estudos que avaliaram os efeitos de compostos
organoestanicos em animais.

O estudo de Zuo e colaboradores mostrou que a exposicao crénica e repetida
ao cloreto de TBT provocou em camundongos, além do ganho de peso, esteatose
hepatica, hiperinsulinemia, hiperleptinemia e redugdo dos niveis plasmaticos de
adiponectina (23). Outro trabalho de Grun e colaboradores observou que o
tratamento de camundongos adultos com cloreto de TBT, por apenas 24 horas,
provocou aumento na expressdao de genes adipogénicos no tecido adiposo
epididimal e no figado. Esse mesmo estudo ainda mostrou que o contato com este
composto durante o periodo intra-uterino resultou em: (i) aumento da adiposidade
nos testiculos, no figado e no tecido adiposo inguinal de camundongos neonatos e
(i) aumento da massa do tecido adiposo epididimal de camundongos adultos (22).
Adicionalmente, Penza e colaboradores também relataram que camundongos
adultos expostos ao cloreto de TBT tiveram aumento da massa do tecido adiposo,
porém sem apresentarem alteracbes no peso corporal total, na sensibilidade a
insulina e na tolerancia a glicose (180).

A obesidade e a esteatose hepatica em roedores sdo manifestagdes que sao
esperadas quando o PPARYy é ativado por agonistas, como € o caso do cloreto de
TBT (235). Entretanto, o aumento da massa do tecido adiposo visceral assim como
a hiperinsulinemia sao efeitos que ndo condizem com a ativacdo do PPARy, uma
vez que agonistas desse receptor apresentam efeito benéfico sobre a sensibilidade
insulinica (236). Todos esses resultados indicam serem necessarios mais estudos
para a compreensao dos mecanismos pelos quais um agonista de PPARy e/ou
RXRa poderia provocar essas alteragdes.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que o diacetato, o dicloreto, o dilaurato e o
maleato de DBT s&o agonistas parciais do PPARy e que o dicloreto e o dilaurato de
DBT também sao agonistas parciais do RXRa. Até onde se sabe, esses efeitos
ainda ndo haviam sido relatados. Além disso, o cloreto de TBT e os compostos de
DBT avaliados promoveram a adipogénese e reprimiram genes associados a
resposta inflamatdria em cultura de células de mamiferos.

Embora a transferéncia de resultados baseados em ensaios celulares para os
efeitos in vivo tenha limitagcbes, estes achados abrem novos caminhos para melhor
compreensdo de como os compostos organoestanicos podem afetar a saude
humana.

No entanto, novos estudos sdo necessarios para investigar outros alvos
farmacologicos, diferengas nos efeitos de acordo com o periodo da vida em que a
exposicao ocorreu e também as complexas agdes destes organoestanicos no

contexto do organismo como um todo.
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APENDICE A - INFORMAGOES SOBRE OS PRIMERS

Adipoaq: forward 5’ - GCA CTG GCA AGT TCT ACT GCAA -3’
reverse 5’ - GTA GGT GAA GAG AAC GGC CTT GT -3&

A Melt Curve B Curva padrao de amplificagcao C Curva padrao de amplificagao
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Dcn: forward 5’ - TCA CAG AAG CGG TAACGA GC -3
reverse 5 - TCATGT ATT TTC ACGACC TTC TGA -3
A Melt Curve B Curva padrao de amplificagdo C Curva padréo de amplificagao
18]
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Validagcao dos primers. (A) Curva de Melting (Melt Curve) mostrando a especificidade de
amplificagcdo dos primers. A presenga de apenas um pico na curva indica a amplificagdo de um
produto especifico. (B e C) Curvas padroes de amplificagdo mostrando que a eficiéncia de
amplificagdo dos genes alvos e de referéncia (Gapdh) sdo semelhantes. (B) Curvas padrdes foram
feitas para cada par de primers, partindo-se de uma amostra de RNA de 25 ng e diluindo-se
sequencialmente para 5, 1, 0,2 e 0,04 ng. (C) As diluicdes foram feitas em triplicata e as médias dos
valores dos Ct dos genes foram representadas graficamente em funcdo do log da diluicdo
correspondente. A eficiéncia de amplificagdo dos primers foi calculada utilizando-se a equagao
(107°P¢ _ 1) *100 (slope = inclinagdo da reta da curva padréo). E = Eficiéncia de amplificacdo e R? =
coeficiente de determinacéo. Eficiéncias de amplificacdo do gene alvo e de referéncia entre 90-110%
foram consideradas semelhantes.
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Fabp4: forward 5 - CCATCT AGG GTTATGCTCTTCA-3
reverse 5 - ACACCGAGATTTCCTTCAAACTG-3
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Validagao dos primers. (A) Curva de Melting (Melt Curve) mostrando a especificidade de
amplificagcdo dos primers. A presenga de apenas um pico na curva indica a amplificagdo de um
produto especifico. (B e C) Curvas padroes de amplificagdo mostrando que a eficiéncia de
amplificagdo dos genes alvos e de referéncia (Gapdh) sdo semelhantes. (B) Curvas padrdes foram
feitas para cada par de primers, partindo-se de uma amostra de RNA de 25 ng e diluindo-se
sequencialmente para 5, 1, 0,2 e 0,04 ng. (C) As diluicdes foram feitas em triplicata e as médias dos
valores dos Ct dos genes foram representadas graficamente em funcdo do log da diluicdo
correspondente. A eficiéncia de amplificagdo dos primers foi calculada utilizando-se a equagao
(107"P¢ _ 1) *100 (slope = inclinagdo da reta da curva padréo). E = Eficiéncia de amplificacdo e R? =
coeficiente de determinacéo. Eficiéncias de amplificacdo do gene alvo e de referéncia entre 90-110%
foram consideradas semelhantes.
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forward 5" - AAG GGC TCA TGA CCACAG TC -3’
reverse 5’ - CAG GGATGA TGT TCT GGG CA -3’

Meit Curve
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Validagcao dos primers. (A) Curva de Melting (Melt Curve) mostrando a especificidade de
amplificagcdo dos primers. A presenga de apenas um pico na curva indica a amplificagdo de um
produto especifico. (B e C) Curvas padroes de amplificagdo mostrando que a eficiéncia de
amplificagdo dos genes alvos e de referéncia (Gapdh) sdo semelhantes. (B) Curvas padrdes foram
feitas para cada par de primers, partindo-se de uma amostra de RNA de 25 ng (Gapdh) ou 5 ng (Glut
4) e diluindo-se sequencialmente (fator de diluicdo = 5). (C) As diluigdes foram feitas em triplicata e as
médias dos valores dos Ct dos genes foram representadas graficamente em fungao do log da diluigao
correspondente. A eficiéncia de amplificagdo dos primers foi calculada utilizando-se a equagéao
(107P¢ _ 1) *100 (slope = inclinagdo da reta da curva padréo). E = Eficiéncia de amplificacdo e R? =
coeficiente de determinacéo. Eficiéncias de amplificacdo do gene alvo e de referéncia entre 90-110%
foram consideradas semelhantes.
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TNFa: forward 5’ - CCC TCA CAC TCAGAT CATCTTCT -3
reverse 5’ - GCT ACGACG TGG GCTACAG-3
A Melt Curve B Curva padrao de amplificagao C Curva padrio de amplificagdo
:2 TNFo
141 30
:z o SIZOEe =-3.328
i E-to0%
N N
f— RNA input (log)
Vcam1: forward 5’ - TGG AGG TCT ACT CATTCCCTGA-3’
reverse 5’ - GAC AGG TCT CCC ATG CAC AA-3’
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Validagcao dos primers. (A) Curva de Melting (Melt Curve) mostrando a especificidade de
amplificagcdo dos primers. A presenga de apenas um pico na curva indica a amplificagdo de um
produto especifico. (B e C) Curvas padroes de amplificagdo mostrando que a eficiéncia de
amplificagdo dos genes alvos e de referéncia (Gapdh) sdo semelhantes. (B) Curvas padrdes foram
feitas para cada par de primers, partindo-se de uma amostra de RNA de 25 ng e diluindo-se
sequencialmente para 5, 1, 0,2 e 0,04 ng. (C) As diluicdes foram feitas em triplicata e as médias dos
valores dos Ct dos genes foram representadas graficamente em funcdo do log da diluicdo
correspondente. A eficiéncia de amplificagdo dos primers foi calculada utilizando-se a equagéao
(107P¢ _ 1) *100 (slope = inclinagdo da reta da curva padréo). E = Eficiéncia de amplificacdo e R? =
coeficiente de determinacéo. Eficiéncias de amplificacdo do gene alvo e de referéncia entre 90-110%
foram consideradas semelhantes.
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APENDICE B - EFEITO DO GQ-16 SOBRE A EXPRESSAO DE GENES NO
CORAGAO DE CAMUNDONGOS COM OBESIDADE E RESISTENCIA A
INSULINA INDUZIDAS POR DIETA

1 INTRODUGAO

O diabetes mellitus (DM) é uma das maiores causas de mortalidade e
morbidade mundial. Atualmente, estima-se que cerca de 415 milhdes de pessoas
em todo o mundo sejam portadoras de DM, sendo que 90% desta populagao
diabética esta acometida pelo diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (1-3).

Segundo a Sociedade Americana de Diabetes, o DM2 é uma doenga
metabdlica caracterizada por uma deficiéncia (geralmente relativa) na agao da
insulina, o que acaba causando a hiperglicemia. Entretanto, esta doenga nao esta
associada apenas a um desequilibrio na homeostase da glicose. O DM2 também
pode causar sérias complicagdes nos olhos e nos tecidos cardiovascular, nervoso,
renal e esquelético (3, 4).

O tratamento do DM2 inclui modificacées nos habitos de vida dos pacientes, o
uso de farmacos e, em alguns casos, a administragéo de insulina. Os agentes anti-
hiperglicemiantes pertencentes a classe das tiazolidinadionas (TZDs) tais como a
rosiglitazona, a pioglitazona e a troglitazona sdo exemplos de farmacos que foram
amplamente utilizadas no controle do DM2 (5). Entretanto, o uso destes foi suspenso
em diversos paises, incluindo o Brasil, em decorréncia dos graves efeitos adversos
causados por eles, como o0 aumento do risco de infarto do miocardio e de mortes por
causas cardiovasculares (6). O uso de TZDs também esta associado a uma maior
fragilidade 6ssea (7) e ganho de massa corporal (5).

As TZDs sao agonistas totais dos receptores ativados por proliferadores
peroxissomais do tipo y (PPARYy) (8) e estes farmacos acabam superativando este
receptor e potencializando tanto os efeitos benéficos quanto os maléficos
decorrentes da ativagao desta isoforma (5, 9). Devido a isso, é crescente o interesse
de se estudar os efeitos de ligantes parciais com o intuito de ativar o PPARy sem
causar tantos efeitos adversos (9-13).
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Nesta tendéncia, pesquisadores do Laboratorio de Farmacologia Molecular da
Universidade de Brasilia em parceria com outros colaboradores mostraram o efeito
de um novo ligante sintético do PPARy, o GQ-16. Este composto, um agonista
parcial do PPARy, aumentou a sensibilidade a insulina, porém, sem promover o
ganho de peso (10).

A diminui¢cdo da resisténcia a insulina juntamente com uma menor atividade
adipogénica causadas por este composto sédo resultados bastante promissores que
levantam a questao se outros efeitos adversos decorrentes do uso de TZDs também
sdo minimizados pelo GQ-16, como por exemplo, os causados no coragao.

Baseado nestes achados, o objetivo deste estudo foi investigar o mecanismo
de acdo do GQ-16 sobre a expressado de genes no coracdo de camundongos com

obesidade e resisténcia a insulina induzidas por dieta.



112

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DIABETES MELLITUS, TIAZOLIDINADIONAS E MORTALIDADE
CARDIACA

Dentre os efeitos adversos que contribuiram para que as TZDs fossem
retiradas do mercado, no Brasil e na Europa (14, 15), esta o fato do uso destes
farmacos estar associado a um maior indice de mortalidade cardiaca nos pacientes
DM2 (5, 9).

Uma meta-anadlise que avaliou 42 estudos mostrou que os pacientes
diabéticos que fazem uso de rosiglitazona, tiveram um aumento no risco de infarto
do miocardio e também de morte por causas cardiovasculares (6).

Também ha um trabalho que comparou o efeito das TZDs e de outros
farmacos anti-hiperglicemiantes (como por exemplo, insulina, metformina e
sulfoniluréia) no indice de mortalidade cardiaca em pacientes diabéticos. Na
populacdo estudada, o tratamento com TZDs, mais especificamente com a
rosiglitazona, estava associado a um maior risco de desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca, infarto agudo do miocardio e mortalidade em comparagao ao
uso de outros agentes anti-hiperglicemiantes (16).

Outro estudo, observacional e retrospectivo, verificou os efeitos da
rosiglitazona e da pioglitazona no risco de morte por causas cardiovasculares de
pacientes diabéticos. Os resultados mostraram que em comparagdo com a
pioglitazona, a prescricdo da rosiglitazona estava associada a um maior risco de
infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca e todas as outras causas de
mortalidade de individuos diabéticos com idade superior a 65 anos (17).

A principal causa do aumento da mortalidade cardiaca em pacientes DM2 que
fazem o uso de TZD é o fato destes farmacos aumentarem a retencao de fluidos (9).
Isso de fato acontece e, em 2005, Zhang e colaboradores demonstraram que o
aumento da retencdo hidrica realmente ocorre via PPARy. Neste estudo, em
comparagao ao tratamento com veiculo, a rosiglitazona ndo aumentou o volume
plasmatico de camundongos transgénicos com knockout de PPARy nos tubulos

coletores renais. Entretanto, esse resultado ndo foi observado nos animais do grupo
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controle tratados com este mesmo composto, que apresentaram um maior volume
plasmatico (18).

Apesar de estudos indicarem que o uso das TZDs aumenta o risco de
mortalidade por eventos cardiovasculares principalmente devido a maior retencao
hidrica, alguns resultados indicam que outros aspectos também podem contribuir
para os efeitos negativos destes farmacos no coragao.

Um estudo bastante interessante realizado em 2009 mostrou que pacientes
DM2 tratados com TZDs possuem maior expressao de PPARy no miocardio em
comparagao aos diabéticos que n&do fazem uso de tais farmacos. Esta informagéo &
extremamente importante, ja que os niveis de expressao de PPARYy sdo baixos no
coragédo, sendo o PPARa a isoforma mais expressa nesse tecido (19). Nesse
estudo, foram avaliadas amostras do miocardio de pacientes diabéticos submetidos
a cirurgia de troca de valvula devido a estenose mitral. Também foi detectada a
infiltragdo de lipideos em 85% das amostras de tecido cardiaco de pacientes
tratados com TZDs e em apenas 10% dos tecidos de individuos nao tratados com
estes farmacos. Estes resultados indicam que a ativagdo do PPARy em
cardiomiécitos pode ter induzido a adipogénese e/ou o acumulo de lipideos no
miocardio (20).

Os trabalhos com animais também vém ajudando a compreender o papel do
PPARy nas células musculares cardiacas. Camundongos transgénicos com
knockout de PPARy nos cardiomiocitos tiveram hipertrofia cardiaca, mas sem
alteragbes na fungao sistélica. O tratamento com rosiglitazona também provocou
hipertrofia cardiaca tanto nos animais do grupo controle quanto nos transgénicos
(porém, em um grau menor), demonstrando que este mecanismo pode ser
parcialmente independente da ativagao do PPARy expresso em cardiomiocitos (21).

Ja em um modelo oposto, camundongos transgénicos que superexpressavam
PPARy em cardiomiocitos apresentaram cardiomiopatia dilatada e também maior
acumulo de lipideos (triglicerideos e acidos graxos livres) no tecido cardiaco em
comparacgdo aos camundongos selvagens (22).

Além disso, experimentos realizados no Laboratorio de Farmacologia
Molecular da Universidade de Brasilia indicam que células mesenquimais derivadas
do tecido cardiaco possuem potencial de se diferenciarem em adipocitos. Neste
ensaio, fibroblastos isolados do coragédo de macacos (género Callithrix) e cultivados
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em meio indutor para adipogénese foram capazes de se diferenciarem em
adipdcitos (23).

Ha também informacgdes provenientes do Centro de Diabetes da Universidade
da Califérnia (Diabetes Center, University of California, San Francisco, EUA) de que
pacientes DM2, submetidos a transplante cardiaco e que faziam uso de TZDs
apresentavam um aumento da adipogénese e/ou acumulo de lipideos no coragao
(24).

Diante de tudo o que foi exposto, o desenvolvimento de moduladores
seletivos de PPARy, como por exemplo, de agonistas parciais desta isoforma de
PPAR, capazes de regular a glicemia e causar o minimo de efeitos adversos, parece
ser o caminho a ser seguido no desenvolvimento de novas drogas anti-

hiperglicemiantes.

2.2 GQ-16, NOVO LIGANTE DE PPARY

Em 2012, um grupo de pesquisadores do Laboratério de Farmacologia
Molecular da Universidade de Brasilia em parceria com outros colaboradores,
demonstrou que um novo composto, o GQ-16 (5-(5-bromo-2-methoxybenzylidene)-
3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione), um ligante especifico da isoforma do tipo
y do PPAR, diminuiu a resisténcia a insulina, porém sem provocar o ganho de peso.
O aumento da massa corporal € um dos efeitos observados em decorréncia da
ativacdo do PPARYy pelas TZDs e, neste estudo, este efeito ndo foi observado. A
seguir sao apresentados a estrutura quimica deste composto em comparagédo a
outras TZDs (10).
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Figura 1. Estrutura quimica do GQ-16 comparado com as TZDs rosiglitazona e pioglitazona.
(Figura adaptada de: Amato AA, Rajagopalan S, Lin JZ, Carvalho BM, Figueira ACM, Lu J, et al. GQ-
16, a Novel Peroxisome Proliferator-activated Receptor y (PPARy) Ligand, Promotes Insulin
Sensitization without Weight Gain. Journal of Biological Chemistry. 2012;287(33):28169-79 (10)).

Ensaios de transfecgdo e gene reporter demonstraram que este composto,
mesmo em doses elevadas, atinge cerca de um tergo da ativagdo maxima alcangada
com rosiglitazona, o que o caracteriza como um ligante parcial fraco do PPARYy.
Experimentos in vitro também indicaram que o GQ-16 promove uma interagao
menor entre o PPARy e seu co-ativador SRC-1 (co-ativador 1 do receptor de
esteréide), quando comparado com a troglitazona (10).

Neste mesmo estudo, em células NIH-3T3-L1 (pré-adipdcitos) e C3H10T1/2
(células embrionarias de camundongos ndao comprometidas com a diferenciagédo
adipocitaria), modelos nos quais ja esta bem estabelecido que a diferenciagéo de
adipécitos é dependente da ativagao de PPARYy, o GQ-16 reduziu a adipogénese em
comparagdo as amostras tratadas com rosiglitazona. E estes resultados foram
confirmados nos modelos in vivo: camundongos com obesidade induzida por dieta
hiperlipidica tratados tanto com rosiglitazona quanto com GQ-16 tiveram aumento da
sensibilidade a insulina. Entretanto, o ganho de peso verificado pelos animais
tratados com TZD néo foi observado naqueles que receberam GQ-16. Além disso,
nestes mesmos animais, o GQ-16 ndo aumentou a retengao hidrica, como ocorreu
quando foi administrada rosiglitazona (10).

Com o intuito de tentar compreender o mecanismo de acdo do GQ-16,
estudos de dinamica molecular foram realizados e os resultados demonstraram que
0 modo como este novo composto se liga ao receptor se difere da maneira como as
TZDs o fazem. As TZDs, agonistas totais do PPARYy, interagem diretamente com a
hélice 12, localizada no LBD do receptor. A ligacdo das TZDs provoca uma ampla
mudanga conformacional e esta alteragao cria, na superficie do receptor, uma regiao

hidrofobica que possui alta afinidade a proteinas co-ativadoras, aumentando ent&o a
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atividade transcricional (25, 26). J&4 o GQ-16 nao interage diretamente com a hélice
12, a ligagao deste composto a esta parte do receptor € mediada por uma molécula
de agua, o que estabiliza de forma mais fraca a hélice 12, provocando entdo uma
menor alteracdo conformacional e consequentemente uma resposta menos
pronunciada (10). Este modo de interagao do GQ-16 com o PPARYy é semelhante ao
de outros agonistas parciais tais como PA-082 (13), MRL-24, nTZDpa e BVT.13 (12)
0 que também o caracteriza como um agonista parcial fraco desta isoforma do
receptor.

Entretanto, a melhora da resisténcia a insulina promovida pelo GQ-16 nao
ocorre somente devido a alteragdo conformacional que este composto causa na
hélice 12 do receptor, que é o modo classico de agao dos agonistas de PPARy. Em
2010, Choi e colaboradores propuseram um novo mecanismo para explicar como os
agonistas desta isoforma do receptor aumentam a sensibilidade a insulina. Estes
autores relataram que as TZDs e outros agonistas parciais agem inibindo a
fosforilagéo da serina 273 (Ser-273) do PPARY pela ciclina dependente de quinase 5
(Cdk5). A fosforilagdo deste aminoacido desregula uma série de genes alvos da
isoforma y do PPAR, como por exemplo, a adiponectina, que tem sua expressao
diminuida (11). Conforme demonstrado no estudo de Amato e Rajagopalan (2012), o
GQ-16 age estabilizando a hélice 3 e a regiao de folha 3 do receptor, inibindo, desta
forma, a fosforilacdo da Ser-273, conforme proposto por Choi e colaboradores
(2010).

O aumento da sensibilidade a insulina aliado a fraca atividade adipogénica
deste composto sdo resultados bastante animadores e que levantam a questdo se
outros efeitos adversos causados pelas TZDs também s&o minimizados pelo GQ-16.

O aumento do indice de mortes por causas cardiovasculares devido ao uso
das TZDs pode estar relacionado, juntamente com a retencéo hidrica, ao fato destes
farmacos induzirem o acumulo de lipideos no coragéo. Por ser um agonista parcial,
os efeitos do GQ-16 no coracdo podem ser menores em comparagao aos das TZDs.

Baseados em todos esses achados, o nosso intuito é buscar uma
compreensao mais detalhada do mecanismo de acdo do GQ-16 no coracédo de

camundongos com obesidade e resisténcia a insulina induzidas por dieta.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Verificar o efeito do GQ-16 sobre a expressédo de genes relacionados a
adipogénese e a inflamagdo no coracdo de camundongos com obesidade e

resisténcia a insulina induzidas por dieta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o efeito de diferentes doses de GQ-16 na massa cardiaca de
camundongos com obesidade e resisténcia a insulina induzidas por dieta.

- Investigar o efeito do GQ-16 na expressdo de genes relacionados a
adipogénese e a inflamagdo no coracdo de camundongos com obesidade e
resisténcia a insulina induzidas por dieta.

- Verificar o efeito de diferentes doses de GQ-16 na diferenciacdo de
fibroblastos isolados do coragdo de camundongos em adipdcitos.

- Investigar o efeito do GQ-16 na expressdo de marcadores protéicos
relacionados a adipogénese em fibroblastos isolados do coracdo de camundongos
diferenciados em adipdcitos.

- Investigar o efeito do GQ-16 na expressdo de genes relacionados a
adipogénese em fibroblastos isolados do coragdo de camundongos diferenciados

em adipdcitos.
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4 METODOS

4.1 GQ-16 E ROSIGLITAZONA

O GQ-16 foi gentiimente cedido pelo Prof. Ivan da Rocha Pitta do
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco e foi
sintetizado conforme descrigéo prévia na literatura (27).

A rosiglitazona foi adquirida da Cayman Chemical.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia Molecular
da Universidade de Brasilia.

4.2 CUIDADOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
UnB (UnB Doc 27455/2011) e todos os procedimentos adotados estdo de acordo
com os principios éticos de experimentagdo animal (o documento encontra-se no
Anexo A).

Os animais participantes deste estudo foram adquiridos do Biotério Central do
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia da
Universidade Federal de Sdo Paulo (CEDEME - UNIFESP) que forneceu um laudo
técnico atestando a qualidade sanitaria dos animais (analise bacteriolégica,
bioquimica, hematoldgica e parasitolégica) e uma analise de controle genético (teste
de genotipagem).

As matrizes para producdo dos animais foram fornecidas para o CEDEME
pelo Rat Resource and Research Center, Columbia, MO — EUA. O transporte destes
animais até o biotério da UnB foi de responsabilidade do fornecedor (equipe do

CEDEME da UNIFESP) que seguiu todas as normas para esse tipo de transporte.
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4.3 AMOSTRA E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A amostra foi composta por 22 camundongos Swiss machos com 3 semanas
de idade. Estes animais receberam do desmame (32 semana de idade) até a idade
adulta (182 semana) dieta normolipidica (NFD — normal fat diet, grupo controle, 10%
do total de calorias proveniente de lipideos) ou dieta hiperlipidica (HFD — high fat
diet, 60% do total de calorias proveniente de lipideos - Harlan Teklad - EUA), esta
ultima com o intuito de induzir a obesidade e a resisténcia a insulina.

Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico em um ambiente com
temperatura média de 24°C e em ciclo claro-escuro de 12/12 horas. A ingestéo de
agua e o consumo de dieta (na forma de pellets) foram ad libitum.

Na 162 semana de idade, os animais foram subdivididos aleatoriamente em
seis grupos e receberam veiculo (Tween-20 a 0,25% (v/v) diluido em solugao
fisiologica a 0,9%), rosiglitazona (4 mg/kg/dia, agonista total do PPARYy - controle
positivo) ou GQ-16 (5, 10 ou 20 mg/kg/dia, agonista parcial e especifico do PPARYy).
O tratamento foi feito por gavagem durante a 172 e a 182 semana, conforme descrito

a seguir:

- Grupo Controle: animais alimentados com NFD e tratados com veiculo (n = 4)

- Grupo HFD: animais alimentados com HFD e tratados com veiculo (n = 4)

- Grupo HFD + ROSI: animais alimentados com HFD e tratados com rosiglitazona
na dose de 4 mg/kg/dia (n = 4)

- Grupo HFD + GQ-16 (5 mg): animais alimentados com HFD e tratados com GQ-16
na dose de 5 mg/kg/dia (n = 3)

- Grupo HFD + GQ-16 (10 mg): animais alimentados com HFD e tratados com GQ-
16 na dose de 10 mg/kg/dia (n = 3)

- Grupo HFD + GQ-16 (20 mg): animais alimentados com HFD e tratados com GQ-
16 na dose de 20 mg/kg/dia (n = 4)
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4.4 PESO CORPORAL E GLICEMIA EM JEJUM

Todos os animais foram pesados semanalmente da 3% a 16% semana de vida.
Para a determinagéo da glicemia em jejum, foi feita a coleta de uma gota de sangue
por pungao da veia caudal e utilizado um glicosimetro (Advantage Boehringer
Mannheim, EUA). A glicemia foi mensurada uma vez por semana da 122 a 162
semana de idade. Estas duas variaveis foram avaliadas com o objetivo de
caracterizar o modelo experimental, ou seja, para mostrar que a dieta hiperlipidica

induziu a obesidade e a resisténcia a insulina nos animais.

4.5 MASSA CARDIACA

Com o intuito de investigar o efeito de diferentes doses de GQ-16 na massa
cardiaca, os animais foram eutanasiados na 18% semana, seguindo as diretrizes
sugeridas pela American Veterinary Medical Association (28). Os camundongos
foram anestesiados com o anestésico inalatorio isoflurano (Forane, Abbott) e,
rapidamente eutanasiados por decapitagao utilizando guilhotina comercial especifica
para camundongos adultos (Kent Scientific Coporation).

Em seguida, os coragdes foram extraidos, pesados em balanga analitica e
armazenados a - 80°C para posterior extracdo do RNA total e avaliagdo da

expressao génica.

4.6 EXPRESSAO GENICA NO CORAGCAQ POR RT-PCR

Para verificar o efeito do GQ-16 na expressdao de genes relacionados a
adipogénese e a inflamagéo no coragdo de camundongos, inicialmente, o RNA total
foi extraido do tecido cardiaco utilizando-se o reagente TRIzol® (Invitrogen - EUA)

conforme as instrugdes do fabricante.
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Logo apds, foi feita a identificacdo e a quantificagcdo da expressao do gene
marcador de adipogénese Fabp4 (fatty acid binding protein 4) nas amostras por
meio da sintese de DNA complementar (cDNA) por transcrigéo reversa (RT) seguida
pela amplificagdo por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real e quantitativa
(RT-PCRq).

Foi utilizado o kit Power SYBR Green-to-Ct ONE STEP (Applied Biosystems —
EUA) que realiza, em uma unica etapa, a sintese do cDNA por RT e a amplificagédo
por PCR quantitativa e em tempo real.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para comparar o peso corporal e o perfil glicémico entre os grupos que
receberam dieta normolipidica e hiperlipidica, foi utilizado o teste t de Student. Ja
para comparar as variaveis massa cardiaca total, massa cardiaca em relagdo ao
peso corporal e expressdo génica entre os diferentes grupos experimentais, foi
usada a analise de variancia de um fator (ANOVA one-way), seguida do poés-teste
Newman-Keuls. Os dados estdo expressos como média e erro-padrao da média e o
nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. Toda a analise estatistica foi realizada
no programa GraphPad Prism (GraphPad Prism Software, EUA).

Etapas ainda nao realizadas:

4.8 DIFERENCIAGAO CELULAR: FIBROBLASTOS EM ADIPOCITOS

Inicialmente, os fibroblastos serdo isolados do coragdo de camundongos,
seguindo protocolo disponivel na literatura (29). Em seguida, com o objetivo de
verificar o efeito de diferentes doses de GQ-16 na diferenciacdo de fibroblastos em
adipécitos, as células serao cultivadas com DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) contendo soro de bezerro e mantidas em incubadoras a 37°C com 5% de
CO; até atingirem 100% de confluéncia.
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Apos a confluéncia, as células serao mantidas sob as mesmas condi¢des por
adicionais 48 horas para que ocorra a parada do crescimento, necessaria ao
processo de diferenciagao.

Depois desse periodo, a diferenciagdo sera induzida pela substituicdo do
meio contendo soro de bezerro por meio DMEM contendo soro fetal bovino, 1 ug/mL
de insulina, 0,5 nM de isometilbutilxantina e 1 yM de dexametasona (todos os
reagentes da Sigma-Aldrich®), no qual as células serdo mantidas por 3 dias (dia 0 ao
dia 3). Ao final desse periodo, o meio indutor da diferenciagao sera substituido por
meio de cultura DMEM com 10% de soro fetal bovino, 1 yg/mL de insulina e 1 uM de
dexametasona, no qual as células serdao mantidas até o momento da coleta.

As células serao tratadas com o veiculo DMSO (controle negativo),
rosiglitazona (controle positivo: 1, 10 e 100 yM) ou GQ-16 (0,1, 1 e 10 uM) em dois
momentos: do dia 0 ao dia 3 (com o intuito de avaliar o efeito dos ligantes no
processo de diferenciagéo, as células serdo entdo coletadas apds esse periodo) e
do dia 7 ao dia 8 (para investigar o efeito dos ligantes nos adipdcitos maduros).

Para confirmagao da adipogénese serao utilizados trés métodos:

- Coloragéao com o reagente 6leo vermelho O;

- Western Blotting utilizando anticorpos especificos para detectar marcadores
de adipogénese;

- Extragdo de RNA seguida por Quantitative Real-time PCR (qPCR) para
identificar e quantificar os transcritos dos marcadores de diferenciagcao de adipadcitos.

Todas as técnicas estao descritas a seguir.

4.8.1 Coloragao com 6leo vermelho O

Apés a diferenciagao, as células seréo fixadas com formaldeido 4%, lavadas
com PBS e coradas com 6leo vermelho O (Sigma-Aldrich®) a 0,3%. Este reagente
pigmenta as goticulas de lipideos, o que permite verificar se ocorreu a adipogénese
(30).
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4.8.2 Western Blotting

Também sera verificado o efeito do GQ-16 na expressao de marcadores
protéicos relacionados a adipogénese nos fibroblastos isolados do coragdo de
camundongos diferenciados em adipécitos.

Apo6s o periodo de diferenciagéo, as células serdo lisadas utilizando-se uma
solugao contendo 50mM Tris (pH 7,5), 150mM NaCl, 1% Triton X-100 e inibidor de
protease. O lisado sera analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) e transferido para uma membrana de PVDF (Invitrogen®). A membrana sera
blogueada com caseina a 5% e entdo incubada com os anticorpos primarios
especificos para detectar os marcadores de adipogénese (anti-FABP4, anti-PPARYy e
anti-adiponectina, todos da abcam®) e, em seguida, com os anticorpos secundarios.
Apods a lavagem da membrana, as proteinas marcadas com os anticorpos seréo
visualizadas por autorradiografia e quimioluminescéncia usando-se o kit Amersham

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent®.

4.8.3 Expressao génica nos adipocitos

Apdés a diferenciacdo dos fibroblastos (isolados do coragédo dos
camundongos) em adipdcitos, sera analisado o efeito do GQ-16 na expressao de
genes relacionados a adipogénese nas células diferenciadas.

A expressao de Fabp4, PPARy e Adipoq sera feita por meio da RT-PCRq

seguindo todos os procedimentos descritos no item “Express&o génica no coragéo’.
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5 RESULTADOS PARCIAIS

5.1 PESO CORPORAL E GLICEMIA EM JEJUM

O peso corporal dos animais que receberam dieta hiperlipidica foi maior na

162 semana quando comparado ao grupo controle (Figura 1).
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Figura 1: Efeito da dieta HFD no peso corporal (g) dos animais que receberam dieta controle (n = 4)
ou dieta hiperlipidica (HFD, n = 18) do desmame até a idade adulta. Dados obtidos na 32 (A) e na 162

(B) semana. Os resultados estdo expressos como média e erro-padrdo da média. *p<0,05 vs. grupo
controle.

Os animais do grupo HFD também apresentaram, na 16% semana de vida,

maior glicemia em jejum quando comparados ao grupo controle (Figura 2).

Semana 16

a A oa
o N o
< T °

~
q

Glicemia (mg/dL)
g

N
T

o

Controle
Dietas

Figura 2: Efeito da dieta HFD na glicemia em jejum (mg/dL) dos animais que receberam dieta
controle (n = 4) ou dieta hiperlipidica (HFD, n = 18) do desmame até a idade adulta. Os resultados
estdo expressos como média e erro-padrdo da média. *p<0,05 vs. grupo controle.

Estes resultados mostram que a dieta hiperlipidica induziu a obesidade e a

resisténcia a insulina, confirmando o modelo experimental proposto.
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5.2 MASSA CARDIACA

Nenhuma das concentragbes de GQ-16 administradas alterou a massa
cardiaca total. Entretanto, a dieta hiperlipidica aumentou essa variavel em
comparagao ao grupo que recebeu dieta normolipidica. E a rosiglitazona diminuiu a
massa cardiaca total em comparagdo ao grupo HFD que recebeu veiculo. Além
disso, ndo foram observadas diferencas na massa cardiaca em relacdo ao peso
corporal total dos animais entre os grupos experimentais, embora o tratamento com

rosiglitazona tenha mostrado uma tendéncia de redugéo desta variavel (Figura 3).
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Figura 3: Massa cardiaca total (g) (A) e massa cardiaca em relagdo ao peso corporal (mg/g) (B) dos
animais que receberam dieta normolipidica (dieta controle n=4) ou dieta hiperlipidica (HFD, n=18) do
desmame até a vida adulta. Dados obtidos ao final da 182 semana de vida dos animais. Os resultados
estdo expressos como média e erro-padrao da média. *p<0,05 vs. grupo controle, **p<0,05 vs. grupo
HFD + veiculo.
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5.3 EXPRESSAO GENICA NO CORACAO

Ao se comparar os diferentes grupos experimentais, ndo foram observadas

diferencas na expressao do marcador de adipdécitos Fabp4 no coragdo dos animais
(Figura 4).
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Figura 4: Expressdo génica relativa da Fabp4 no coragdo apds o tratamento com veiculo,

rosiglitazona (ROSI, 4 mg/kg/dia) ou GQ-16 (5, 10 or 20 mg/kg/dia) por duas semanas (~ 4 animais
por grupo).
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6 PERSPECTIVAS

Os resultados do presente estudo mostram diferentes efeitos de agonistas de
PPARYy, total e parcial, sobre a massa cardiaca. Desta forma, mais estudos sao
necessarios para elucidar o efeito de ligantes de PPARy com distintas propriedades
farmacologicas no tecido cardiaco e, além disso, determinar as implicagbes destas
diferencgas.

Considerando que além de regular a adipogénese, a ativagdo do PPARy
também esta relacionada com efeitos anti-inflamatorios, a proxima etapa sera avaliar
os efeitos da rosiglitazona e do GQ-16 sobre a expressao de genes relacionados a

inflamacg&o no corag&o destes animais.
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ANEXO A - DOCUMENTO DE APROVACAO PELA COMISSAO DE ETICA

NO USO DE ANIMAIS - CEUA/FM
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