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RESUMO
A aterosclerose caracteriza-se pelo espessamepiarede arterial sendo considerada a causa
primaria de doenca arterial coronariana e doengabr®/ascular. As tiazolidinadionas
(TZDs) séo uma classe de farmacos utilizadas elnénte para tratar pacientes com diabetes
mellitus tipo 2, sendo consideradas ligantes soaugt para 0 receptor-ativado por
proliferadores de peroxissomos (PRAREstudos tém indicado que em adi¢do a sua atigida
antidiabética, as TZDs também possuem acdes ansaleroticas, inibindo a formacgao das
lesbes iniciais em modelo animal como também redioza espessura da artéria carétida em
pacientes com diabetes mellitus tipo 2. De form@troversa, as TZDs estdo associadas ao
desenvolvimento de eventos cardiovasculares. Da@iag®, linhas de pesquisas tém investido
na busca por novas moléculas a fim de se obtemnatieas terapéuticas mais seletivas e
menos danosas. O objetivo deste trabalho foi warifia acdo de novos derivados
tiazolidinicos candidatos a farmacos, LPSF/GQ-02LRSFGQ-16, sobre 0 processo
aterosclerotico através de analises bioquimicasrohgicas. Camundongos deficientes do
receptor de LDL (LDLR) foram divididos em quatro grupos (n=8). Os animfairam
alimentados com dieta aterogénica por 10 semanaaseaduas Ultimas semanas de dieta
experimental, os camundongos receberam PioglitazaSF/GQ-02 e LPSF/GQ-16
diariamente, via gavagem. Apos o tratamento, amaeiforam submetidos a eutanasia, e a
coleta de sangue foi realizada para as analisepiibiicas e as aortas foram dissecadas e
processadas para microscopia optica e eletrénicrathsmissdo. Com relagdo ao perfil
lipidico, ndo foram observadas diferencgas sigrtifiea entre os grupos tratados e o controle.
No teste oral de tolerancia a glicose, foi obseavade a velocidade de absorcdo da glicose
dos grupos LPSF/GQ-16 e LPSF/GQ-02 foi mais rapigando comparada com 0S grupos
controle e Pioglitazona. As analises morfométrimaslaram que a LPSF/GQ-02 foi mais
eficaz quando comparada com os demais grupos, @émirea espessura da aorta e a lesao
aterosclerética. As analises ultraestruturais racstn um aumento de células apoptoticas e
grande degeneracédo do endotélio no grupo tratasoac®iolgitazona. Por sua vez, o novo
derivado tiazolidinico LPSF/GQ-16 induziu grandgeleeracdo do endotélio e destruicdo do
espaco subendotelial. Entretanto, ap0s o tratameoto o novo derivado tiazolidinico
LPSF/GQ-02 o endotélio adrtico apresentou altesac@elulares minimas. Essas
caracteristicas indicam que a LPSF/GQ-02 possiutosfeasculares diretos. Dessa forma,
essa nova molécula torna-se um potencial candidatirmaco na melhora do processo
aterosclerotico e seus fatores de risco associdmlavras-chave Aterosclerose, novos

farmacos, ultraestrutura.



ABSTRACT

Atherosclerosis is characterized by thickeninghef arterial wall and considered the primary
cause of coronary artery disease and cerebrovastigizase. The thiazolidinediones (TZDs)
are a class of drugs used clinically to treat t@p#iabetes patients, used as synthetic ligands
peroxisome proliferator-activated recepyofPPARy). Studies have indicated that in addition
to its anti-diabetic activity, the TZDs also hav#i@atherosclerotic actions by inhibiting the
formation of early lesions in animal models as vesllreducing the thickness of the carotid
artery in patients with type 2 diabetes. Controadlss TZDs are associated with the
development of cardiovascular events. Thus, ingastins have been searched for new
molecules in order to obtain more selective and lemrmful therapeutic alternatives. The
objective of this work was to verify the actionradw drug candidates thiazolidine derivatives
LPSF/GQ-02 and LPSF/GQ-16 on the atherosclerotacgss through biochemical and
morphological analyses. Mice deficient of the LHceptor (LDLR") were divided into four
groups (n = 8). Animals were fed with atherogenet tbr 10 weeks and in the last two weeks
of experimental assay, the mice were daily givasgitazone, LPSF/GQ-02 and LPSF/GQ-
16 through gavage. After treatment, the blood w#kdrawn for biochemical analysis and
the aortas were dissected and processed for ligbtoscopy and transmission electron
microscopy. With regard to lipid profile, no sigednt differences were observed between
treated groups and control. In the oral glucoseramice test was observed that the rate of
glucose absorption of groups LPSF/GQ-16 LPSF/G@a2 faster when compared with the
control group and Pioglitazone. Morphometric analyevealed that LPSF/GQ-02 was more
effective when compared with other drugs, to redtive thickness of the aorta and
atherosclerotic lesions. Ultrastructural analydisveed an increase of apoptotic cells and
important degeneration the endothelium in groupté@ with Pioglitazone. In turn, the new
thiazolidine derivative LPSF/GQ-16 induced high eegration of the endothelium and
destruction of the sub-endothelial space. Howeakter treatment with the new thiazolidine
derivative LPSF/GQ-02 the aortic endothelium shovwmitiimal cellular changes. These
characteristics indicate that LPSF/GQ-02 has diwastular effects. Thus, this new molecule
becomes a potential drug candidate for the impr@réraf the atherosclerotic process and its
associated risk factorkeywords: Atherosclerosis, new drugs, ultrastructure.
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1 INTRODUCAO

A doenca cardiovascular aterosclerética constitni dos problemas mais sérios de
saude publica mundial (FRANCA & ALVES, 2006). Asngolicacdes decorrentes de
distarbios no sistema circulatério permanecem carpaoincipal causa de morte no século 21
(MATURANA, 2007).

No Brasil, as doencas cardiovasculares sdo a pahcausa de mortalidade, o que
representa cerca de 80 mil Obitos anuais (ISHITAX0D6). De acordo com o Sistema de
Informacao sobre Mortalidade do Ministério da Sa(®i&1-MS), no ano de 2007 foram 308.
466 mil 6bitos decorrentes de doencas do aparetbolatério, sendo 71.997 mil causadas
por infarto agudo do miocardio e 96.804 mil ocaadas por doencas cerebrovasculares.

Dentre os fatores que vem contribuindo para o ergscaumento das doencas
cardiovasculares, pode-se citar o estilo de viddeatal, o qual tem levado os seres humanos
a uma dependéncia crescente de alimentos rapidotpdo“‘fast food. Esse tipo de
alimentacéo apresenta elevado teor de gorduragiabpente gordura saturada, que aumenta
0 estresse oxidativo e prejudica a saude cardialaasaendocrina e reprodutiva daqueles
individuos que regularmente ingerem esses nutsBRHARDT et al., 1997). Atualmente,
a obesidade situa-se entre os maiores fatoresaepara doenca arterial coronariana, ao lado
de hipercolesterolemia, hipertensdo, tabagismoabetits, com prevaléncia e incidéncia
crescentes dos numeros de casos a cada ano (SODEDBRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2004). Em conjunto, esses fatores coemp a “Sindrome Metabdlica” e
aumentam o risco para o desenvolvimento de doeregabovasculares (LAROSA et al.,
2004) e diabetes tipo 2 (LORENZO et al., 2003).

Durante o desenvolvimento da aterosclerose, a pamerial se espessa gradualmente
para formar a placa aterosclerética, resultando dmainuicdo do Iliamen da artéria.
Consequentemente, a quantidade de sangue forraexidmao é reduzida, afetando de forma
mais comum o coracdo e o cérebro. As placas forsnadaem romper abruptamente,
causando a formacéo de coagulo que pode levarfadoirdo miocardio ou a um acidente
vascular cerebral (AVC) (STARY, 2000).

A participagdo de lipoproteinas que contém Apodna as LDLs estdo associadas ao
desenvolvimento da aterosclerose (RADER; DAUGHERZG08). Evidéncias sugerem que
a LDL modificada por oxidagcéao ou glicacao provoosauesposta inflamatoria na parede da
artéria, desencadeando muitos dos processos lmosdgue participam do inicio, progressao,
e complicacéo da aterosclerose (GLASS; WITZTUM,1300
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Em contraste com o colesterol LDL, concentracdasméticas de colesterol HDL sédo
inversamente associadas com doenca aterosclei®tizeais bem conhecido mecanismo pelo
qual HDLs protegem contra a aterosclerose é atdav@somocédo do efluxo de colesterol dos
macrofagos e transporte do excesso de colesteidus para o figado através da corrente
sanguinea, onde ocorrera a excrecdo na bile e f@2RER; DAUGHERTY, 2008).

A investigacdo dos mecanismos da aterosclerosed&temminado que a inflamacéo
desempenha um papel central no desenvolvimentgrgssdo e letalidade dessa doenca
(LIBBY, 2002; ROCHA; LIBBY, 2009). A descoberta denvolvimento da atividade
inflamatodria na aterosclerose tem estimulado ermd@a@do a adogdo de biomarcadores
inflamatorios para o prognostico de risco cardiouéss (PACKARD; LIBBY, 2008). Alguns
desses biomarcadores incluem: Moléculas de ades&io ¥ CAM-1; citocinas tais como
TNF-a, interleucina-1 (IL-1), interleucina-18 (IL-18)imterleucina-6 (IL-6); proteases como
a metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9); produtosptiuetas incluindo CD40 ligante
soltvel (CD40L); adipocinas como adiponectina geases de fase aguda tais como Proteina
C Reativa (PCR), inibidor do ativador de plasmimagétipo 1 (PAI-1) e fibrinogénio
(PACKARD; LIBBY, 2008).

O receptory ativado por proliferadores de peroxissomos (PRAR-um fator de
transcricdo presente em adipdcitos, macrofagospaitas, células musculares e endoteliais.
Ele pertencente a superfamilia de receptores maslepie se ligam a agonistas especificos,
também conhecidos como ligantes ou ativadores @ddRBRHEIKKINEN et al., 2007). As
tiazolidinadionas (TZDs), sdo agonistas sintétidos PPAR), utilizada clinicamente para
tratar pacientes com diabetes tipo 2 atuando c@msilslizadora da acéo da insulina (DAY,
1999).

Além da expressédo no tecido adiposo, o PiPARXpresso em células que compdem
as lesdes ateroscleroticas, como células endstetmisculares lisas e mondcitos/macrofagos
(COLLINS et al., 2001). Diante disso, evidéncian i@édicado que em adicdo a sua atividade
antidiabética, as TZDs apresentam também ativigediaterosclerdtica e o seu potencial
antiaterogénico tem sido sugerido através de estodm modelos animais de aterosclerose
(LI et al., 2000; COLLINS et al., 2001) e em ensawminicos utilizando pacientes com
diabetes tipo 2 (MINAMIKAWA et al., 1998; LANGENFHL et al., 2005).

Apesar de existirem diversos estudos mostranddeito® vasculares favoraveis dos
agonistas de PPAR os efeitos cardiovasculares das TZDs tornam-ge dk intensa

discussdo. Em uma recente metanalise, o tratanm@mnto rosiglitazona foi associado a
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aumento dos riscos de infarto do miocardio e middde por causas cardiovasculares
(NISSEN; WOLSKI, 2007). De forma controversa, ntudse PROactive, o tratamento com
pioglitazona foi associado a reducdo do risco coadm de infarto agudo do miocardio,
acidente vascular cerebral e mortalidade em 16%e gracientes diabéticos de alto risco
cardiovascular (DORMANDY et al., 2005). E possiyeke os efeitos danosos apresentados
pela rosiglitazona sejam especificos dessa molénéla representando um efeito de classe.
Entretanto, os mecanismos determinantes do aunaenttsco cardiovascular associado as
TZDs ainda n&o séo conhecidos.

Dessa forma, linhas de pesquisa tém investido seabpor novas moléculas a fim de
se obter alternativas terapéuticas mais seletivase®os danosas contra a patogénese da
aterosclerose e seus fatores de risco associadownt®, o objetivo desse estudo foi
investigar em camundongos deficientes do recepgot@L (LDLR 7), a acdo de novos
derivados tiazolidinicos sobre o processo aterasae, através de analises bioquimicas e
morfoldgicas.



18

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Analisar a acdo dos novos derivados tiazolidinlddSF/GQ-02 e LPSF/GQ-16 sobre
o desenvolvimento de placas de ateroma em camuosloB§7BI6/J, através de analises

morfologicas (morfométricas e ultraestruturais)agbimicas.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o perfil lipidico, perfil hepatico, gkenia, insulinemia, marcadores
inflamatorios em camundongos deficientes no receggoLDL, submetidos a tratamentos

com diferentes glitazonas.

- Caracterizar as modificacfes histopatoldgicakra-estruturais do endotélio da aorta
de camundongos deficientes no receptor de LDL, stidos a tratamentos com diferentes

glitazonas.
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1.2 Justificativa

Entender o processo aterosclerético ndo apenas dexmréncia de disturbios no
metabolismo lipidico, mas também como um proceesaptexo, que envolve a participacao
do processo inflamatério e a ocorréncia de disfongadotelial, € uma abordagem que
permite estudos de novos tratamentos e medidagmireas no campo da doenca arterial
coronariana. Os fatores de risco chamados “trathisd (hipertensédo arterial sistémica,
diabetes mellitus, tabagismo, dislipidemia e/ou ahea genética) nao explicam
completamente a etiologia da aterosclerose e n&#o gsresentes em muitos casos.
Atualmente, as glitazonas tém sido utilizadas cden@mentas terapéuticas importantes no
tratamento da aterosclerose. Todavia, existem #éscoa aplicacdo destes farmacos que ainda
necessitam de investigacdo necessaria para a gapli seu potencial farmacol6gico
presente trabalho se propde a verificar a infl@ma tratamento com os novos derivados
tiazolidinicos LPSF/GQ-02 e LPSF/GQL16, sintetizapel® Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco, sobre o pmdef#amatoério, estresse oxidativo e
disfuncdo endotelial de camundongos deficientesegeptor de LDL. A expressao desse
receptor € responsavel por modular o nivel de lE@sno sangue e centenas de mutacgdes ja
foram detectadas em portadores de hipercolesteeléamiliar (DEPARTAMENTO DE
ATEROSCLEROSE DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLO®] 2007). Através
de andlises morfolégicas (morfométricas e ultras@stais) bioquimicas (perfil lipidico e
marcadores inflamatorios), serd possivel avaliafeto do tratamento com estes novos

farmacos para possiveis analogias com casos humanos
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Lipidios e risco cardiovascular

Os lipidios constituem um grupo de compostos hidriebs com muitas funcdes
biolégicas, como componentes estruturais de merabramelulares, fonte de energia e
complexos sistemas de sinalizacdo intracelular (HIEE 2009).

Um adulto ingere cerca de 60 a 1509 de lipideasadi@nte, dos quais normalmente
mais de 90% sé&o constituidos por triglicérides (Tf&mados por uma molécula de glicerol
esterificada a trés acidos graxos denominadosashisyy monoinsaturados, poliinsaturados e
trans. O restante dos lipideos da dieta consiste pmahtignte de colesterol, ésteres de
colesterol, fosfolipideos e acidos graxos nao-éis@aios (“livres”) (CHAMPE; HARVEY;
FERRIER, 2006). Dentre os lipidios existentes, o & Golesterol sdo considerados os mais
importantes clinicamente (HEGELE, 2009).

A insolubilidade do colesterol e TG no plasma exjge eles sejam transportados em
macromoléculas esferoidais chamadas lipoproteduastém um nucleo hidrofébico contendo
fosfolipidio, antioxidantes solivel em gordura, awiinas, ester de colesterol e um
revestimento hidrofilico que contém colesterol divfosfolipidio e proteinas denominadas
apolipoproteinas. As principais lipoproteinas tpmmtadoras de TG sado quilomicrons e
lipoproteinas de densidade muito ba{¥&.DL). As principais lipoproteinas transportadoras
de colesterol sédo lipoproteina de densidade bdikd )( e lipoproteina de densidade alta
(HDL). Lipoproteinas séo distinguidas uma das sup@lo tamanho, densidade, mobilidade
eletroforética, composicao e funcdo. (HEGELE, 2009)

A funcéo das lipoproteinas é manter os lipidios seucao durante seu transporte
entre os tecidos. O intestino absorve a gorduralide e a empacota em quilomicrons
(Lipoproteinas grandes, ricas em triglicérides) @q#® transportadas para os tecidos
periféricos através do sangue. Ao chegar ao tetidscular e adiposo, 0s quilimicrons sao
digeridos pela lipase lipoproteica, liberando asidpaxos livres que se inserem nestes
tecidos. Os quilimicrons remanescentes sédo posteite removidos pelo figado. O figado
entdo sintetiza VLDLs a partir de lipidios e apoppoteina B (ApoB), que posteriormente, na
circulacdo sanguinea, sofrem lipdlise pela lipkgeproteica para formar LDLs. Estas
dltimas sédo, em seguida, removidas pelo figadovédrala ligacdo ao receptor de LDL
(LDLR), bem como atraveés de outras vias (FigurtRBDER; DAUGHERTY, 2008).
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A apolipoproteina A-I (ApoA-l), sintetizada pelagldas intestinais e hepaticas,
recruta colesterol desses 0rgéos através da agatvamhsportadores cassete ligados ao ATP
Al (ABCAl), formando as HDLs nascente. Nos teciqusiféricos, as HDLs nascentes
promovem o efluxo do colesterol dos tecidos, inekigle macrofagos, através da acdo do
transportados ABCA1. Similarmente, as HDLs madteasém promovem esse efluxo, mas
através da acgdo dos transportadores ABCG1. O eodedivre € esterificado em ésteres de
colesterol nas HDLs nascentes pela enzima lecitiolasterol aciltransferase (LCAT),
formando HDLs maduras. O colesterol presente nassHi2torna para o figado, quer
diretamente, através de sua absor¢cdo pelo rec&ReBl, ou indiretamente, pela sua
transferéncia para LDLs e VLDLs, que é realizada peoteina de transferéncia de ésteres de
colesterol (CETP). O conteudo lipidico de HDLs traldo pelas enzimas lipase hepatica e
lipase endotelial e pelas proteinas de transfaé@&TP e proteina de transferéncia de
fosfolipidios (PLTP) (Figura 1) (RADER; DAUGHERT2008).
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Figura 1 —Metabolismo das lipoproteinas. ApoB, apolipopraie® VLDLSs, lipoproteinas de muito
baixa densidade; LDLs, lipoproteinas de baixa diewis; LDLR, receptor de LDL; SR-B1, receptor
scavengerclasse B tipo 1; HDLs, lipoproteinas de alta dead] ApoA-l, apolipoproteina A-I,
transportador ABCAL, transportador ABCG1, LXR, mgoe nuclear hepatico; LCAT, lecitina
colesterol aciltransferase, CETP, proteina de fieaéiscia de ésteres de colesterol, PLTP, protedna d
transferéncia de fosfolipideos. Fonte: Rader; Dartgl{2008).
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Durante o desenvolvimento da aterosclerose, a pamerial se espessa gradualmente
para formar a placa aterosclerética, resultando dmainuicdo do lumen da artéria.
Consequentemente, a quantidade de sangue forrexid@ao € reduzida, afetando de forma
mais comum o coracdo e 0 ceéerebro. As placas forsnadaem romper abruptamente,
causando a formacao de coagulo que pode levarfaoido miocardio ou AVC (STARY,
2000).

A participacéo de lipoproteinas que contém Apadno as LDLs estdo associadas ao
desenvolvimento da aterosclerose (RADER; DAUGHERZ®08). O acumulo de LDL no
compartimento plasmatico pode ocorrer em virtuderrda dieta rica em gordura, da sintese
enddgena de colesterol ou até mesmo pela dimingigdmatabolismo da LDL pelo figado,
causado por um defeito génico que promove a deti@éna expressao ou funcdo dos seus
receptores, resultando em hipercolesterolemia (TRO®N et al., 1981).

Evidéncias sugerem que a LDL modificada por oxidagé glicagdo provoca uma
resposta inflamatoria na parede da artéria, dedeando muitos dos processos bioldgicos
que participam do inicio, progressdo, e complicad@@terosclerose (GLASS; WITZTUM,
2001). Desta forma, a LDL oxidada (oxLDL) tem sigoplicada em muitos processos
aterogénicos como disfuncdo endotelial, migracdmaerofagos e células musculares lisas e
producéo de citocinas inflamatorias. De modo gerakLDL € endocitada pelos macréfagos,
transformando esses macrofagos em células espummsasa formacdo de placas
ateroscleroticas (ISHIGAKI; OKA; KATAGIRI, 2009).

Em contraste com o colesterol LDL, concentracasrpéticas de colesterol HDL sdo
inversamente associadas com doenca aterosclerGticaais bem estabelecido mecanismo
pelo qual HDLs protegem contra a ateroscleroserd@véed da promocdo do efluxo de
colesterol de macrofagos e transportando o cotggtara o figado para a excrecéo na bile e
fezes (RADER; DAUGHERTY, 2008). HDLs tém vérias rast propriedades que poderiam
contribuir para a sua propriedade antiaterogérica. exemplo, HDLs podem estimular a
atividade da oxido nitrico sintase 3 (NOS3; tambéonmhecida como eNOS) e assim
aumentar a biodisponibilidade de 6xido nitrico (N®)INEO et al., 2006). Além disso,
HDLs tém efeitos antiinflamatodrios igualmernevitro e in vivo, e estes tém sido o objetivo
de intensivos estudos (BARTER et al., 2004).

As LDLs e HDLs sao as lipoproteinas mais abundambeglasma e desenvolvem, de
forma diferente, acdes pro e antiaterogénicaseoispmente. Dessa forma, o metabolismo
dessas lipoproteinas é alvo das principais intedesn para prevenir e tratar a doenca
cardiovascular aterosclerotica (RADER; DAUGHERTY03).
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1.2 Patogénese da Aterosclerose

O endotélio, uma vez considerado uma barreira ssnpl seletivamente permeavel
entre a circulacdo sanguinea e a parede vascutanaxé agora reconhecido como um 6rgéo
homeostético, fundamental para a estrutura e re@ulado tobnus vascular. Sob condi¢bes
fisiolégicas normais, as células endoteliais induze producéo e liberacdo de NO, que se
difunde em volta de tecidos e células e exercepapal protetor cardiovascular, relaxando as
células musculares lisas, impedindo a migracdoes&mde leucdcitos na parede arterial, a
proliferacdo das células musculares lisas, adesagregacdo plaquetaria e expressdo de
moléculas de adeséao (LUSCHER; VANHOUTTE, 1990).

Em condic¢bes patoldgicas, incluindo a presencktees de risco cardiovascular, o
endotélio sofre alteracdes funcionais e estrutupgsdendo assim o seu papel de protecdo,
tornando-se uma estrutura pro-aterosclerdtica (LWER, VANHOUTTE, 1990). Essa
alteracao inicial no endotélio é conhecida comafloicio endotelial e evidéncias sugerem
que esse processo inicia 0 desenvolvimento aterdsico e pode ser detectada antes de
mudancas estruturais na parede do vaso (DAVIGNOMNZ 2004). Condigbes comuns que
predispdem a aterosclerose, tais como hipercotdsieia, hipertensao, diabetes e tabagismo,
estdo associadas a disfuncao endotelial (LANDMESS$EMRNING; DREXLER, 2004).

A disfuncdo endotelial caracteriza-se por ser uns gwimeiros estagios da
aterosclerose. O endotélio lesado, expressa esupeaficie moléculas de adeséao que atraem
monadcitos, linfécitos e plaquetas, acarretando wmemto na permeabilidade do vaso
sanguineo para os componentes lipidicos preserdeplasma, principalmente a LDL
(HANSSON, 2005). Uma vez dentro da intima, as liptginas aterogénicas sao modificadas
por oxidacdo ou atividade enzimatica agregandoesdral do espaco intimal (RADER,;
DAUGHERTY, 2008). Os mondcitos migram para denteoidtima e se transformam em
macréfagos, onde comecam a fagocitar a oxLDL eosulipidios, transformando-se em
células espumosas, constituindo o primeiro estdgitesao aterosclerotica (conhecido como
estrias gordurosas) na intima (figura 2) (WEBERRERECKE; LIBBY, 2008). Estrias
gordurosas sdo frequentemente presentes em aordadeas, em artérias coronarias de
adolescentes e em vasos periféricos de adultosngowdesmo ndo causando nenhuma
patologia clinica, essas estrias gordurosas saesidswadas lesdes iniciais que levam ao
desenvolvimento de complexas lesdes aterosclesdifADER; DAUGHERTY, 2008).

Em um segundo estagio, as estrias gordurosas @eogriformando uma placa
aterosclerdtica madura que acumula subpopulacdesétidas inflamatérias e lipidios
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extracelulares, essas mudancas formam um nucle@ gadeado por uma capa de células
musculares lisas (SMCs) e matriz rica em colagénsecrecdo de citocinas e fatores de
crescimento pelas células da placa e mais depodeEg@omponentes da matriz extracelular,
contribui para a progressao da lesdo e causa ueit&stento do lumen arterial (estenose). O
nucleo central da lesdo pode tornar-se necroticodesenvolvimento de neovascularizagéo
na placa pode permitir perda dos componentes dypusam hemorragia. (Figura 2) (WEBER;
ZERNECKE; LIBBY, 2008).

Ao longo do tempo, a secrecdo de proteases quadiegra matriz e a producao de
citocinas pelas células da placa pode causar ulmaskesda capa fibrosa, o que impede o
contato entre 0 sangue e o material pro-trombdate@laca. Finalmente, a lesdo pode se
desintegrar, causando a erosdo ou ruptura da platiberacdo de detritos resultantes da
placa e o contato do fator tecidual com o sangimam uma cascata da coagulacao e ocorre
a formacg&o de um trombo, este pode obstruir ai@méresultar em infarto do miocardio ou
acidente vascular cerebral. O alargamento e a relagiib da artéria para acomodar a
expansdo da intima pode levar a formacdo de umriameu (Figura 2) (WEBER;
ZERNECKE; LIBBY, 2008).
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Figura 2 — Evolucao da aterosclerose. A — adeséo de ldosGeiplaquetas. B — formacédo das estrias
gordurosas. C — Formacao de um nucleo necrétiga, filarosa e neovascularizacdo. D — Ruptura da
placa com consequente ativacdo do sistema de egaguk formacdo do trombo. Fonte: Weber;

Zernecke; Libby (2008).
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1.3Inflamacéo e Aterosclerose

A aterosclerose é considerada uma doenca inflamatidnica que envolve a
participacdo de componentes da imunidade inatagtail/a que juntos medeiam a iniciacao,
progressao e complicacdes tromboticas da ateroselfWEBER; ZERNECKE; LIBBY,
2008).

Células endoteliais normalmente resistem a addsédleucdécitos. Estimulos pro-
inflamatdrios, incluindo uma dieta rica em gordeedurada, hipercolesterolemia, obesidade,
hiperglicemia, resisténcia a insulina, hipertengdtabagismo, desencadeiam a expressao
endotelial de moléculas de ades&o como a P-selestmolécula de adesao celular vascular
(VCAM-1), que medeiam a ligagdo de mondcitos edeitos circulante (CYBULSKY et al.,
2001). Fatores quimiotaticos, incluindo a protelnguimiotatica de monécitos (MCP-1),
produzida por células da parede vascular em resspdgtoproteinas modificadas, direcionam
a migracdo e diapedese de mondcitos aderentes. IVEeHiga ao seu receptor especifico, o
CCR2, sobre a superficie de mondcitos circulangga pxercer os seus efeitos (GU et al.,
1998).

Dentro da intima, os monadcitos se transformam emrdfegos sobre a influéncia do
fator estimulador de colénia de macrofagos (M-C3Rgjécula que € expressa de forma
abundante na intima inflamada (CLINTON et al., 1999 M-CSF também favorece a uma
maior expressao de “receptores scavenger” nos fagos Esses receptores estao envolvidos
na formacdo das células espumosas, através dac@aptiesregulada de lipoproteinas
modificadas pelos macréfagos. Os principais “remgst scavenger” incluem o CD-36, CD-
68, CXCL16, SR-A e SR-BI (HANSSON; LIBBY, 2006)

Os macréfagos proliferam dentro da lesdo e ampéiamsposta inflamatoria através
de secrecdo de numerosos fatores de crescimentocaa&s, tais como o fator de necrose
tumorala (TNF- o) e interleucina - A (IL-1B). Essas duas citocinas sdo importantes uma vez
gue aceleram a resposta inflamatéria e sdo capazesluzir a expressao de VCAM-1, MCP-
1, M-CSF e Matriz Metaloproteinases (MMPs) (HANSSQNBBY, 2006).

No estagio avancado da placa, mediadores inflarnat@@odem inibir a sintese de
colageno e influenciar a expressdo de colagena@ses as metaloproteinases, pelas células
espumosas dentro da intima. Como consequénciareoéodiminuicdo do conteudo de
coldgeno da capa fibrosa, tornando a leséo fragibpensa a ruptura (PACKARD; LIBBY,
2008).
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A importancia do envolvimento da inflamacdo na adelerose tem estimulado a
descoberta e adocdo de biomarcadores inflamatgue® o0 prognostico de risco
cardiovascular. Alguns desses biomarcadores incliotéculas de adesdo como VCAM-1,
citocinas tais como TNE; interleucina-1 (IL-1), interleucina-18 (IL-18)imterleucina-6 (IL-

6); proteases como a metaloproteinase de mati4MiP-9); produtos de plaquetas incluindo
CD40 ligante soluvel (CD40L); adipocinas como adgxiina e reagentes de fase aguda tais
como Proteina C Reativa (PCR), inibidor do ativaderplasminogénio tipo 1 (PAI-1) e
fibrinogénio (PACKARD; LIBBY, 2008).

Dessa forma, a prevencdo eficaz da ateroscleradei io tratamento dos mais
importantes fatores de risco cardiovascular, coipertensao, diabetes, hipercolesterolemia e
obesidade. Entretanto, a auséncia dos chamadodicltraais” fatores de risco nao
completamente protege contra a doenca e novogétatmergentes” tem sido identificados,
incluindo marcadores de inflamacdo (CORRADO; NOYQ05).

1.4Modelo animal

Vérias espécies animais tém sido utilizadas coradefo de estudo de patogénese e
terapéutica das lesBes aterosclerGticas. Em elpaxda camundongos séo altamente
resistentes a desenvolver aterosclerose. Someatelgsdo alimentados por muitos meses
com dieta rica em colesterol ou dieta rica em teteksuplementada com acido cdlico, seus
niveis de colesterol plasmatico aumentam e desemwoldiversas camadas de células
espumosas (JAWIEN et al., 2004). Pesquisas gerdieaaplicacdo de técnicas transgénicas
em camundongos resultaram na geracado de uma aapla de linhagens de camundongos
mais adequados para serem utilizados como modeta péerosclerose, incluindo
camundongo deficiente de apolipoproteina-E (Apo& camundongo deficiente do receptor
de LDL (LDLR™) (HOFKER; BREUER, 1998).

O camundongo ApoE é um modelo genético bem estabelecido de
hipercolesterolemia aterogénica em que o0s animagenyolvem hipercolesterolemia e
aterosclerose de forma espontanea mesmo quandalis@mtados com um dieta padréo.
Esses camundongos também desenvolvem lesdes @ filaosas generalizadas em areas
vasculares tipicamente afetadas na aterosclerasartay representando um bom modelo para
estudar as influéncias genéticas e ambientais soprecesso aterosclerético (REDDICK et
al., 1994).
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O camundongo deficiente de LDL (LDIR é tipicamente um modelo de
hipercolesterolemia familiar. Estes camundongossyser® uma anormalidade lipoproteica
mais modesta quando comparado com &po&presentando um aumento nos niveis de
colesterol LDL e VLDL (colesterol total ~250mg/didio desenvolvendo aterosclerose quando
alimentado com dieta padréo. Entretanto, ap0s an&tracdo de uma dieta rica em gordura,
seus niveis de colesterol total aumentam para apaotamente 1500mg/dl, desenvolvendo
grandes lesdes ateroscleroticas (JAWIEN et al4200

O perfil lipoproteico de LDLK é mais compativel com o perfil humano, uma vez que
o aumento do colesterol plasmatico é encontradogoiamente em LDL aterogénica com
pequenas quantidades em VLDL (ISHIBASHI et al., 3)9%or outro lado, camundongos
ApoE 7" tém aumento de colesterol ligado a particulas d®LVL como a principal
lipoproteina (VENIANT et al., 2001)

Como foi mencionado anteriormente, os camundodgéisientes de LDLR quando
alimentados com uma dieta padréao enriquecida cordelgolesterol tem predominantemente
uma elevacao nos niveis de colesterol LDL e extanaierosclerose sem caracteristicas da
sindrome metabolica. Essas caracteristicas sdovaldas quando os animais sao alimentados
com uma dieta chamada “ocidental” (0,06% de caleste 21% de gordura de leite),
desenvolvendo um aumento no ganho de peso, glitesdina, VLDL rica em triglicérides,
VLDL rica em colesterol e esteatose hepatica (HARISEN et al., 2007). De acordo com
Li et al (2000), essas séo caracteristicas clirdeasiuitos pacientes diabéticos candidatos ao

tratamento com agonistas de PRAR

1.5Receptores nucleares

Os receptores nucleares (RN) sdo conhecidos pamarite como fatores de
transcricéo regulados por ligantes que modulararestricdo de genes alvos, participando de
forma essencial no desenvolvimento embrionéario,uteantdo da diferenciagdo de fenotipos
celulares, metabolismo e morte celular. A disfungaosinalizacdo dos RN pode levar a
doencas proliferativas, reprodutivas e metabdlaaso o cancer, infertilidade, obesidade e
diabetesnellitustipo 2(GRONEMEYER; GUSTAFSSON; LAUDET, 2004)

Esses receptores sdo agrupados em uma grandeasuifiare acredita-se que eles
evoluiram de um ancestral comum. Uma lista dospteoes classicos e oOrfaos, ou seja
receptores para 0s quais ainda nao foram idertdgaeus ligantes, sdo apresentados na
tabela 1 (ARANDA; PASCUAL, 2001). A analise evoloéria levou a subdivisdo desses
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receptores em seis diferentes familias (LAUDET,7)9®%9ma grande familia é formada por
receptores do hormdnio tireoidiano (TRs), recestaoi@ acido retindico (RAR), receptores de
vitamina D (VDR) e receptores ativados por protitores de peroxissomos (PPAR), bem
como diferentes receptores 6rfdos. A segunda fanscintém entre outros, o receptor X
retindide (RXR). Quando esse receptor se liga as-@cido retindico desempenha um papel
importante na sinalizagdo do receptor nuclear, €@sparceiros para diferentes receptores

que se ligam de forma heterodimérica ao DNA. Adieacfamilia € formada principalmente

pelos receptores esterdides e alguns receptor@ssorAs familias 1V, V e VI contém os
receptores oOrfdaos NGFI-B, FTZ-1/SF-1 e GCNF, rettpmmente (ARANDA; PASCUAL;

2001).

Tabela 1- Subfamilias dos receptores nucleares presenteagmniferos.

Receptor Subtipo Denominacdo Ligantes
Classe | TR o, B Receptor Horménio tireoidiano Horméonio tireoidiano (3)
RAR a, B,y Receptor do acido retinoico Acido retindico
VDR Receptor da vitamina D 1-25(OH} vitamin Ds
PPAR o B,y Receptor ativado por proliferadores de Eicosandides; Tiazolidinadionas
peroxissomos (TZDs); 15-deoxi-
12,41prostaglanding;Jcidos
graxos poliinsaturados
PXR Receptor X pregnane Pregnanes;
CAR/MB67 a, p Receptor androstane constitutivo Androstanes
LXR o B Receptor X do figado C)xisteréis
FXR Receptor X farsendide Acido biliar
RevErb a, p ErbA reverso Desconhecido
RZR/ROR o B,y Receptor Z retindide Desconhecido
| I UR Receptor Ubiquitous Desconhecido
Classe RXR a, B,y Receptor X retindide 9-cis-acido retindico
COUP-TF o By Desconhecido
HFN-4 o B,y Fator 4 nuclear do hepatécito Acil-coA graxo Thioesters
TLX Tailles-related receptor Desconhecido
PNR Receptor nuclear fotorreceptor especifico Desconhecido
TR2 a, B Receptor de testiculo Desconhecido
Classe Ill GR Receptor de glicocorticéides Glicocorticoides
AR Receptor de andrégenos Andrégenos
PR Receptor de progesterona Progestinas
ER a, B Receptor de estrogeno Estradiol
ERR a, By Receptor relacionado a estrogénio Desconhecido
Classe |V NGFI-B a, B,y Clone B induzindo NGF Desconhecido
ClasseV SF1 a, B Fator 1 esteroidogénico Oxisterois

Classe VI GCNF

Fator nuclear de células germinativas

Desconhecido

Fonte: Aranda; Pascual, 2001.
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Os receptores nucleares possuem estrutura glatmrfadominios funcionais distintos.
Os principais dominios s&o: regido amino-terminedsponsavel pela transativacao
independente do ligante composto pela regido A@elpinio de ligacdo ao DNA (DBD);
dobradica liinge, dominio de ligacdo ao ligante (LBD) e dominio-AFRjue promove a
transativacao dependente da presenca do ligagtegf8) (SONODA; PEI; EVANS, 2008)

Lo+ H1iNGE AF-2

ZF1_ZF2 |

Figura 3 — Estrutura linear representando os dominios fuaisodos receptores nucleares. Regido
amino-terminal (AF-1); Dominio de ligacdo ao DNARBD); Dobradica liinge; Dominio de ligacéo
ao ligante (LBD); Dominio AF-2 (AF-2). Fonte: SorpdPei; Evans, 2008.

A regido amino-terminal é responsavel pelo reconf&tto de co-ativadores e outros
fatores de transcricdo. Esta regido mostra ati@deelular especifica sugerindo que esta
regido da proteina contribui para a especificiddeeacdo entre isoformas de um receptor
(LEE et al., 1999). O DBD € o modulo mais conseovadtre as familias dos receptores
nucleares, sua estrutura possui dois radicaisn®e £ZF1 e ZF2) e tem normalmente 60 a 70
aminoacidos. Essa regido é responsavel pelo recommto de seqléncias especificas
(elementos responsivos) e ativacdo dos genes pdssuma sequéncia de nove cisteinas
conservadas ao longo da familia dos RN que é regpehpela alta afinidade do DBD ao
DNA (SHAO; LAZAR, 1999).

A regido de dobradicdinge liga o DBD ao LBD, permitindo assim a movimentaca
de um maédulo para o outro ndo sendo conservada arguperfamilia dos RNs. Essa regiao
esta relacionada, em muitos casos, a sinalizacgtand® também envolvida com co-
reguladores dos RN, pois alteracdes nessa regderem nas interacées entre receptores e
co-reguladores, podendo até cessa-las (NASCIMENTD,2006).

O LBD atua como dominio desencadeador do mecanden@cdo dos RNs, é
responsavel pela localizagcdo nuclear, homo-hetaroerttacdo, associagdo com co-

repressores e coativadores, proteinas de choquedércomo também possuem a chamada
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regido de transativacdo AF-2 ou funcéo de ativdiggante-dependente (WURTZ et al.,
1996).

A sinalizacdo celular entre os receptores nucleacesre pela resposta destes as
centenas de moléculas sinalizadoras, como proteammoacidos, esteroides, retindides,
nucleotideos etc. Os RNs se localizam no nuclecestado reprimido, através da acéo de co-
repressores. Esses elementos repressores inibemsaricdo génica mantendo a cromatina
condensada. Quando ocorre a interacdo de agomstaso dominio LBD do fator de
transcricdo, acontece uma resposta direta fazenoim cque haja uma mudanca
conformacional, em contrapartida o complexo coespor € dissociado e ocorre 0
recrutamento de coativadores (YU; REDDY, 2007). &guida, o0 receptor se associa ao
complexo ativador seguindo-se da ligacdo ao DNAgedeadeando o inicio da transcricdo
(BOURDONCLE et al., 2005). Como foi dito anteriomie, os RNs participam de processos
fisiologicos importantes para o organismo. Entretaa ativacdo desses processos € realizada
pela acdo de um determinado ligante, seja elealatursintético, e por essa razdo, os RNs

tornam-se importantes alvos farmacologicos.

1.5.1 Receptor Ativado por Proliferadores de Pasnios (PPAR)

Peroxissomos sdo organelas subcelulares, que dem funcéo classica remover o
hidrogénio por meio do uso de oxigénio moleculeanais de uma série de enzimas oxidase e
catalase. Eles também desempenham um papel camialiversos processos metabdlicos
celulares, incluindo o catabolismo de colesterch e e p-oxidagdo dos acidos graxos. Em
condi¢des fisiologicas normais, o0 metabolismo rer®xissomos ocorre de forma secundaria
ao sistema mitocondrial (VAMECQ; DREY, 1989), e ewe principalmente a oxidacéo de
acidos graxos de cadeia longa que ndo podem sabotiehdos de outra forma. Em
hepatécitos de ratos a ativagdo dos peroxissomosvgmios estimulos farmacoldgicos
mostrou induzir o aumento dos peroxissomos em tamannumero (LOCK et al., 1989) e
esse aumento foi associado a uma maior express@erss relacionados a oxidacdo dos
acidos graxos. Em humanos, agentes farmacologaoasédm atuam aumentando a expressao
de genes peroxissomais, mas ndo se observa um taumentamanho e numero de
peroxissomos tal como visto em roedores (KLIEWERI.e2001).

Em 1990, a clonagem de um gene de roedor ligguoliéeracdo de peroxissomos foi
descrita pela primeira vez (ISSEMAN; GREEN, 199))steriormente, foi descoberto que a
proliferacdo de peroxissomos atuava atraves dendsifdo de um receptor de hormdnio
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nuclear orfao que foi nomeado de receptor ativado poliferadores de peroxissomos
(PPAR). O receptor original é conhecido como PBARSubsequentemente, foram
descobertos mais dois isotipos, o PBARe PPAR (ROBINSON; GRIEVE, 2009),
considerados importantes reguladores do metabolilenipidios e carboidratos.

Os PPARs possuem organizacao estrutural semelhanbutros membros da
superfamilia de receptores nucleares, como o r@cept acido retindico e vitamina D. De
modo geral, contém uma regido N-terminal exibindoligante independente, um dominio de
trans-ativagdo fraco chamado AF-1, dominio de &gago DNA (LBD) e uma regido C —
terminal que é responsavel pela dimerizacdo coeceptor X retindide (RXR) (FEIGE et al.,
2006).

Em resposta a ligacdo de um determinado ligan®®AR promove uma mudanca
conformacional que facilita a formagédo de um compleeterodimérico com outro receptor
nuclear ativado por ligantes, o receptor X retiso{@XR) (WILLSON et al., 2000). Essa
mudanca conformacional induzida por ligante tamtfénilita a ligacdo e liberacdo de
pequenas moléculas acessoOrias que sdo importardes nealizacdo do complexo
transcricional (DIRENZO et al., 1997). Essas mdiswacessorias incluem proteinas co-
repressoras, como a N-Cor, liberada apos a ativdg&PAR e proteinas co-ativadoras, como
a PPARy co-ativador 1 (PGC-1), recrutada para a ativagaoexemplo, do receptor nuclear
PPARy (YANG et al., 2000). O complexo heterodimériconiado pelo PPAR/RXR pode
entdo interagir via dominio de ligacdo ao DNA colanmentos responsivos do PPAR
(PPRESs), situados em sitios regulatérios de cada geentdo induzir a expressdo de genes
alvos (Figura 4) (WILLSON et al., 2000).

Figura 4 — Representacdo esquematica mostrando a ativagd@RARs. Fonte: Willson et al., 2000.

Os PPARs podem nao somente induzir, mas tambéimieprtranscricdo de genes e
esta acdo ocorre através da interacdo com outimredade transcricdo como o fator nuclear
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Kapa B (NF-kB), Transdutores de sinal e ativadores de transcri@rlAT), Proteina
ativadora-1 (AP-1) e fator nuclear de células Vaatas (NFAT) (CHINETTI et al., 2000).
Apesar desses elementos multiplos comuns aos PPéd&RE isotipo mantém papéis
biolégicos distintos que integrados, garantem ardmwcdo do metabolismo energético
(Figura 5) (EVANS et al., 2004).

Lipogénse
Adipogénese
Producéo de

SN S Yo T.Adipoé
Lipogénese adipocitocinas,_ -

Oxidacéo de AG Oxidacéo de AG
Resposta ao jejum PPA H Desacoplamento energético
g
PPAR-CX. Regu'a(;éo da PPAR-6
sensibilidade
insulinica
Oxidacéo de AG Oxidacéo de AG

Desacoplamento energético

Figura 5 — Integracdo metabdlica dos PPARs. As trés isaerde PPAR regulam a homeostase de
lipidios e glicose através de suas atividades emadhs no figado, musculo esquelético e tecido
adiposo. Fonte: Evans et al. (2004).

O PPAR-q, primeiro isotipo do PPAR conhecido é predominaietete expresso no
figado e em menor intensidade no coragdo, mussgjoedetico, intestino e rim onde exerce
um papel importante em controlar a oxidacdo dadodojraxos (LEFEBVRE et al., 2006). A
ativacdo do PPARa esta relacionada com a transcricdo de aproximauang®-100 genes,
atuando sobre a oxidacdo dos acidos graxos, metadoolipidico e inflamacédo (AHMED et
al., 2007). O PPARa atua também sobre o metabolismo das lipoprote@éséasndo envolvido
na regulacdo da sintese de lipoproteinas ricasiginérides e HDL-C. Nesses aspectos suas
acOes principais sdo induzir o aumento da apolgiepra Al, um elemento chave na
formacdo de particulas de HDL-C. Atua também sabsintese lipoproteina lipase (LPL),
uma enzima central no metabolismo dos triglicérelesprime a apolipoproteina C-III (apoC-
), que é inibidora enddgena da LPL (LEE et 2003)
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Como foi mencionado anteriormente o PPARambém participa de eventos
relacionados ao processo inflamatério (LEFEBVREakt 2006). Em geral, Inibindo a
producado de citocinas pro-inflamatérias como a ,Ilbém como reprimindo a expressao de
VCAM-1 (STAELS et al., 1998). Consistentes com sssehados, camundongos deficientes
do PPAR-a manifestam um aumento basal no seu estado infl@imatom resposta
prolongada a estimulos pro-inflamatérios (DEVCHANMND al., 1996). Os fibratos sdo os
ligantes sintéticos do PPAR: e sdo utilizados para tratar dislipidemias em mosa
(FORMAN et al., 1997). A administracdo dos fibsaiminui os niveis de triglicérides e
estudos clinicos tém mostrado que esses farmacosagi@zes de reduzir a incidéncia de
eventos cardiovasculares e aterosclerose (BENSINGBERTONOZ, 2008).

O PPARé/p € o menos estudado entre os isotipos de PPARspranpmssua
expressao significativa em tecidos responsaveispotrolar o metabolismo lipidico, como
os adipdcitos, intestino delgado, coracdo, musasdquelético e macrofagos (GROSS;
STAELS, 2007). A retirada do gene que codificacdoisna PPAR-/B se torna letal para o
desenvolvimento inicial de quase todos os embri@egido a um defeito na formacédo da
placenta (NADRA et al.,, 2006) e por esse motivagaesoforma desempenha um papel
importante ndo s6 na regulacdo do metabolismo, taebém no desenvolvimento do
organismo (GRIMALDI, 2007). Existem fortes indicigsie relacionam os acidos graxos,
triglicérides e prostaciclina como ativadores emuh@g do PPARS/B. Na linha de ligantes
sintéticos, uma série de compostos tem sido debetws, mas ainda ndo existe nenhum
agonista do PPARS/B aprovado para uso clinico, embora a molécula GW5H6Esteja na
fase Il de desenvolvimento para tratar dislipiden{BISHOP-BAILEY; BYSTROM, 2009).
Evidéncias experimentais sugerem que a ativacdqPddR-5/p3 pode ter um valor terapéutico
no tratamento da sindrome metabdlica. A utilizad@agonistas do PPARA no tratamento
de primatas e camundongos obesos aumentou os divdtDL e diminuiu os niveis de
particulas de LDL pequenas e densas (LEIBOWITZ.e2800; OLIVER et al., 2001). De
acordo com Oliver et al. (2001) o tratamento coi1516 elevou o contetdo plasmatico de
apolipoproteina Al, A-ll e CIll, também foi obsed@uma maior expressdo de ABCA1 com
consequente aumento do efluxo do colesterol nosrafsmos, fibroblastos e células
intestinais. Outro estudo mostrou que a ativacaBRIAR-6/p reduziu lesbes aterosclerdticas
em cerca de 50% em camundongos LDIR Essa reducdo na &rea da lesdo n&o foi
acompanhada por mudancas nos niveis de HDL e LDds sim pela diminuicdo na
expressdo de MCP-1 e ICAM-1 na aorta dos camundoimgtados (GRAHAM et al., 2005).

Esses dados indicam que o PPA&B encontra-se envolvido em muitos mecanismos
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biolégicos que regulam o metabolismo lipidico eualgs observacfes sugerem que a
ativacao farmacologica desse isotipo pode ter agéesficas sobre aterosclerose.
O PPAR,, isotipo mais estudado dentre as isoformas de Psdtdrabordado de forma

mais especifica a seguir.

1.5.2. Receptoy ativado por proliferadores de peroxissomos (PHAR

O gene PPARG foi clonado a partir de vertebradusuindo camundongos (ZHU et
al., 1993) e humanos (GREENE et al., 1995). A aedilogenética dessa estrutura revelou
que ela é bem conservada entre humanos e camursd(@@f de similaridade e 95% de
identidade) (ZHU et al., 1995; FAJAS et al., 199%¥m humanos, a transcricdo do gene
PPARG da origem a quatro RNAs mensageiros (mMRN#ratites: PPAR 1, PPAR/ 2,
PPAR/3 e PPAR 4 que sao transcritos a partir de quatro promstdistintos (FAJAS et
al.,1997, FAJAS; FRUCHART; AUVERX, 1998, SUNDVOLDLIEN, 2001). Em
camundongos somente dois subtipos de mMRNA séo &ados, o PPARL e PPAR 2 (ZHU
et al., 1995).

Apesar do PPARapresentar quatro subtipos de mRNA em humanosxiste duas
isoformas de proteinas conhecidas (hPPAR hPPAR 2) que diferem em sua extremidade
5, como consequéncia de diferentes promotores spliaing alternativos. O mRNA do
PPARyL, PPARS e PPAR 4 dao origem a proteina hPPAR. O mRNA do PPAR 2
codifica a proteina hPPAR2 que tem 30 aminoacidos adicionais na sua regiferminal
(ZIELENIAK; WOJCIK; WOZNIAK, 2008). Em condi¢desdiologicas a proteina hPPAR
€ quase exclusivamente produzida pelo tecido adlipoanco e marrom, enquanto que a
proteina hPPAR 1 é detectada em outros tecidos incluindo célntases, intestino, rim e
figado (VIDAL-PUIG et al., 1997).

O PPARy exerce papel crucial na diferenciacdo de adipgcitmluzindo a expresséo
de importantes marcadores envolvidos no metabol@enpidios como a proteina de ligacéo
a acido graxo (aP2) (TONTONOZ et al., 1994a), fesfdpiruvatocarboxiquinase (PEPKC)
(TONTONOZ et al.,, 1995) e LPL (SCHOONJANS et dl996). Também controla a
expressdo da proteina transportadora de acidooograx(FATP-1) e CD-36 (SFEIR;
IBRAHIMI; AMRI, 1997), ambas envolvidas na captacdo de lipidios pelgsdeitbs. A

importancia do PPAR na adipogénese tem sido demonstrada por varibsalties Por
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exemplo, PPAR é induzido durante a diferenciacao de pré-adipsuitvitro e sua expressao
ectopica em fibroblastos ndo adipogénicos estimwdipogénese na presenca de ligantes de
PPARy (TONTONOZ; HU; SPIEGELMAN, 1994b).

Uma serie de ligantes naturais podem ativar o BPARIuindo acidos graxos
insaturados, eicosandides e componentes de LDldadas. Entretanto, a afinidade dos
receptores para muitos desses ligantes é baia algeins casos, a relevancia fisioldgica do
ligante ainda nao foi determinada (BENSINGER; TOMIX, 2008).

O PPAR é o alvo molecular de uma classe de ligantestgiogéconhecidos como
Thiazolidinadionas (TZDs). Essas moléculas posswmEmo caracteristica principal a
presenca de um anel diona (figura 6). A Ciglitazoaaprimeiro agonista do PPAR
apresentou bons resultados em melhorar a glicemianedelo de resisténcia a insulina,
entretanto ndo foi comercializada por causar hépdtidade. Troglitazona, foi a primeira
agonista de PPARaprovada pel&S food and drug AdministratidifrDA) para o tratamento
da diabetes tipo 2 em 1997, mas foi encontradoscaeo hepatotoxidade (WATKINS;
WHITCOMB, 1998) foi retirada do mercado apés a oamdbcao de grave hepatotoxicidade e
morte (ISLEY, 2003). Rosiglitazona e pioglitazoaprovadas para uso pela FDA em 1999,

sao consideradas a segunda geracao de agoniSe&sAdRy.
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Figura 6 — Estrutura quimica das tiazolidinadionas. Fof@&JO et al., 2006)

Primariamente as TZDs exercem ac¢0Oes sensibilizadola acdo da insulina
diretamente sobre os adipdcitos e indiretamentealjperar a liberacdo de adipocitocinas. De
acordo com o efeito direto, as TZDs promovem aagg@u e estoque de acidos graxos no

tecido adiposo, aumentando a massa desse tecidupamo outros tecidos sensiveis a
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insulina, como o musculo esquelético e figado (YKRVINEN, 2004). Em outras palavras,
as TZDs promovem a distribuicdo de gordura daslagldo figado e musculo esquelético
para os adipdcitos.

Os efeitos indiretos das TZDs sobre o tecido adimosmelhora da sensibilizacdo da
insulina esta relacionado com a adiponectina. Bss®ina é secretada exclusivamente pelo
tecido adiposo e possui propriedades sensibilizszdda insulina, promovendo uma maior
captacdo de acidos graxos, maior captacdo e gélivala glicose no tecido adiposo e
muscular e a menor producéo hepatica de glicosepguendo, assim, um melhor controle
dos niveis séricos de glicose, de acidos graxesslig triglicérides (FEIGE et al., 2006). De
acordo com Bajaj et al. (2004), a utilizacdo dayli@zona em pacientes com diabetes tipo 2
resultou em um aumento significativo nos niveissipiaticos de adiponectina que foi
associada com a melhora da resisténcia a insulidangwuicdo no conteudo de lipidio
hepético.

Além da expressédo no tecido adiposo, o PPARXpresso em ceélulas que compdem
as lesdes ateroscleréticas, como células endstetmisculares lisas e mondcitos/macrofagos
(COLLINS et al., 2001). Diante disso, evidéncian i@édicado que em adicdo a sua atividade
antidiabética, as TZDs apresentam também atividadkaterosclerotica e o potencial
antiaterogénico dos agonistas de PRAdn sido sugerido em estudos com modelos animais
de aterosclerose (LI et al., 2000; COLLINS et a001) e em ensaios clinicos utilizando
pacientes com diabetes tipo 2 (MINAMIKAWA et al998; LANGENFELD et al., 2005).

De acordo com Li et al. (2000), agonistas espedfide PPAR foram capazes de
inibir o desenvolvimento de lesdes aterosclerétieas camundongos LDLR, apesar de
aumentar a expressao do receptor scavenger CD3@anede arterial. Os efeitos
antiaterogénicos foram associados a uma melhosgmabilizacdo da insulina e diminuicéo
da expresséao tecidual do fator de necrose tumoi@NF-a) e MMP-9, indicando acbes
coordenadas locais e sistémicas. Similarmente, arreqtes com diabeterellitus tipo 2
(DM2), a pioglitazona conseguiu diminuir a espessta cardtida, a qual esta fortemente
associada com o desenvolvimento de acidente vasmrebral e infarto (LANGENFELD et
al., 2005).

Um numero de genes-alvo do PPAIRmM sido documentado estar relacionado com as
acOes biologicas locais mediadas por esse recaptdear no sistema cardiovascular. Por
exemplo, ligantes de PPAReduziram a producéo de citocinas inflamatériasna IL-18,

IL-6, sintase de Oxido nitrico induzivel (iNOS) fator de necrose tumoral- (TNF-), por
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inibir a atividade de fatores de transcricdo comdd-1, STAT e NF-B em mondcitos/
macréfagos (JIANG; TING; SEED, 1998). Esses dalggerem que a ativacdo do PRAR
pode ter efeitos benéficos na modulacdo da respulketanatoria na aterosclerose.

A expressdo de moléculas de adesdo pelas célutidebais leva a adesédo de
leucacitos, que é considerado um passo criticmiotoida lesdo aterosclerotica. Evidéncias
comprovam o papel importante dos ligantes de BP&R inibir a expressdo de VCAM-1 e
ICAM-1 e também diminuir a producdo de quimiocinesmo IL-8 e MCP-1, através de
supressdo do AP-1 e NB-kem células endoteliais (PASCERI et al., 2000). c&tulas
musculares lisas também desempenham um papel anporia progressao da aterosclerose,
através da sua proliferacdo e migracdo dentro eddiee$ ateroscleréticas e as TZDs inibem
esses dois eventos celulares (MARX et al., 1998).

Por outro lado, a ativagdo do PPAROs macrofagos desencadearia efeitos
proaterogénicos, uma vez que ele regula positiveereerexpressao do receptor “scavenger”
CD-36, responsavel pela captacdo de oxLDL e comsgguformacdo de células espumosas
(TONTONOZ et al., 1998). Entretanto, estudos comano que a ativacdo de PPYAR&o
induz a formacéo das células espumosas, isto p@igsetambém sédo capazes de induzir a
expressdo do gene que codifica o transportador AB@sponsavel por controlar o efluxo de
colesterol dos macr6fagos mediado pela apoAl. Esfs sdo provavelmente devido ao
aumento na expressao do receptor X do figado fsudti(LXR o), um receptor nuclear que
€ ativado por oxisterois e que tem a capacidadmdiezir a transcricdo do transportador
ABCAL (CHINETTI et al., 2001). Dessa forma, a atiia farmacoldgica do PPARpode
reprimir varios eventos patoldgicos importantes sfiee necessarios para o desenvolvimento e
progressao da aterosclerose.

Apesar de existirem diversos estudos mostranddeit®s® vasculares favoraveis dos
agonistas de PPAR os efeitos cardiovasculares das TZDs tornam-ge dk intensa
discussdo. Em uma recente metanalise, o tratancemiorosiglitazona foi associado a um
aumento dos riscos de infarto do miocardio e mddede por causas cardiovasculares
(NISSEN; WOLSKI, 2007). De forma controversa, ntude PROactive, o tratamento com
pioglitazona foi associado a reducdo do risco coadn de infarto agudo do miocardio,
acidente vascular cerebral e mortalidade em 16%e gracientes diabéticos de alto risco
cardiovascular (DORMANDY et al., 2005). E possigeke os efeitos danosos apresentados

pela rosiglitazona sejam especificos dessa molénéla representando um efeito de classe.
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Entretanto, os mecanismos determinantes do aungentésco cardiovascular associado as

TZDs ainda ndo sdo conhecidos.

1.5.3 Novos Ligantes do PPAR

O envolvimento do PPARem diversos processos bioldgicos, principalmerge n
modulacdo do metabolismo lipidico e resposta irdi@ma torna esse receptor nuclear um
importante alvo para o desenvolvimento de novagootds. As TZDs, utilizada clinicamente
para tratar pacientes com DM2, sdo moléculas qwsuem interacdo especifica com o
PPARy e por essa razdo sdo consideradas potentes agomissse receptor nuclear.
Entretanto, a utilizacdo das TZDs esta relaciomadadiversos efeitos colaterais como ganho
de peso, retencao de fluido e hepatotoxidade (WRMINEN, 2004), os quais podem ser
responsaveis pelos riscos cardiacos associadosaadtitizacdo desses farmacos (NISSEN;
WOLSKI, 2007). Dessa forma, diversas pesquisa@oestndo realizadas para encontrar bons
candidatos a farmacos, que possibilite o tratamee&sas patologias sem causar efeitos

colaterais tao severos.
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Abstract

Atherosclerotic cardiovascular disease is a chrorflammatory condition. Individuals with
diabetes have a greater disposition toward devappitherosclerosis. Thiazolidinediones
(TZDs) are used to enhance sensitivity to insuhd Aave demonstrated a protective effect
over a variety of cardiovascular markers and rattdrs. Lines of research have invested in
the search for new molecules in order to obtainers®lective and less harmful treatment
alternatives for the pathogenesis of atherosclemsd its risk factors. The aim of the present
study was to assess the action of two new thiap@idlerivatives (LPSF/GQ-02 and
LPSF/GQ-16) regarding the atherosclerotic proced<DL receptor-deficient mice. Animals
were fed a diet rich in fat for 10 weeks. In th&t lavo weeks of the experimental diet, animals
received either Pioglitazone, LPSF/GQ-02 or LPSFI&M@aily through gavage. At the end
of the treatment, blood was collected for biocheinanalysis and the aortas were dissected
for subsequent morphometric and ultrastructuralyaea. No changes in the blood lipid
profile were found following the use of the drugscomparison to the control. However, the
new thiazolidine derivatives were more efficient improving insulin resistance in
comparison to pioglitazone and the control grouprphhometric analyses revealed that
neither pioglitazone nor LPSF/GQ16 led to satisfigceffects over atherosclerosis. However,
LPSF/GQ-02 led to a reduction in aorta thicknesd area of the atherosclerotic lesions.
Ultrastructural analyses revealed extensive degéinarof the endothelium and an increase in
apoptotic cells in the subendothelial space foltaythe use of pioglitazone. LPSF/GQ-16
caused considerable degeneration of the endotha@nddestruction of the endothelial space.
However, LPSF/GQ-02 caused minimal cell alterationsthe aortic endothelium. In
conclusion, the results suggest that the new thdime derivative LPSF/GQ-02 is a

promising candidate for the treatment of atheroesis.
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Introduction

Atherosclerosis is a progressive inflammatory diseeharacterized by hardening of
the arteries due mainly to the depositing of lipiasd fibrous elements, which form
atherosclerotic plaque [1]. Atherosclerosis is gguped as one of the main complications of
diabetes and is considered the number one caudeatih among diabetic individuals [2].
Moreover, patients considered pre-diabetic, witbkuiim resistance, are at high risk for the
development of atherosclerosis [3].

Thiazolidinediones (TZDs) have been used extensitelenhance the sensitivity to
insulin in patients with type 2 diabetes mellitdfiese drugs are synthetic ligands of yhe
receptor activated by peroxisome proliferators (RPPA PPARy is a transcription factor
dependent on the presence of ligands that actemnetjulation of target genes [4]. After the
binding of a particular ligand, whether naturalsgnthetic, this receptor forms a heterodimer
with another nuclear receptor — the retinoid X ptoe (RXR) — and the PPARXR
complex binds to responsive elements of the PPARBd regulatory site of the target genes,
thereby modulating their transcription [5]. PPAR highly expressed in fat tissue and is
considered indispensable to the differentiatiordipocytes. However, its expression is also
seen in the cell types that make up atherosclerestmns, such as endothelial cells,
monocytes/macrophages and smooth muscle cellsTtis, evidence has indicated that in
addition to their anti-diabetic activity, TZDs alsahibit anti-atherosclerotic activity and their
anti-atherogenic activity has been suggested tlratigdies with animal models [6,7] as well
as clinical trials involving patients with type fabetes [8,9].

Studies involving patients with cardiovascular dsewithout the presence of diabetes
have also demonstrated the beneficial effects @s[As treatment with these molecules has
been associated to a reduction in risk factord) sisccarotid intima media thickness [10], and
a reduction in markers of cardiovascular diseasgduding C-reactive protein and vascular
cell adhesion molecule 1 [11]. In some cases, hew&ZDs lead to weight gain, edema and
hepatotoxicity [12,13]. Moreover, recent data iradéc that the two synthetic ligands of
PPARy (rosiglitazone and pioglitazone) have conflicticardiovascular effects. In a recent
meta-analysis, treatment with rosiglitazone was@ased to an increased risk of myocardial
infarction and mortality due to cardiovascular esufl4]. In contrast, the PROactive study
reports that treatment with pioglitazone was asgedito a 16% reduction in the combined
risk of acute myocardial infarction, stroke and tality among diabetic patients at high
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cardiovascular risk [15]. The harmful effects o$iglitazone may be specific to this molecule
rather than representing an effect of the drugscleswever, the determinant mechanisms of
the increase in cardiovascular risk associatedZfosiremain unknown.

Lines of research have investing in the searchnéw molecules in order to obtain
more selective and less harmful treatment altereatior the pathogenesis of atherosclerosis
and its risk factors. The aim of the present stwds to assess the action of two new
thiazolidine derivatives (LPSF/GQ-02 and LPSF/GQ-Y¥&garding the atherosclerotic

process in LDL receptor-deficient (LDLR mice fed a diet rich in fat.
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Methods

Synthesis of thiazolidine derivatives LPSF/GQ-02@ BRSF/GQ-16

LPSF/GQ-02 and LPSF/GQ-16, respectively represgritia compounds 5-(4-chloro-
benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2 e and 5-(4-bromo-2-methoxy-
benzylidene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2 e (Figure 1), were synthesized at the
Department of Antibiotics of theniversidade Federal de Pernamburazil) following the
methodology described by Mouréo et al. (2005) [16].
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Figure 1: Chemical structure of new thiazolidineidstives LPSF/GQ-02 and LPSF/GQ-16
Study design

All procedures were carried out with the approviathe ethics committee (L-010/09
CEUA-FIOCRUZ). Thirty-two mice 30 days old, weighdi approximately 17 g and
homozygous for the absence of the LDL receptor (RD).gene generated on the C57BI6/J
background were used. This type of mouse is a camymased murine model of
hypercholesterolemia and atherogenesis, as thenalahiolesterol level in young LDLR
mice on regular chow is twice as high as that i7E136 mice [17]. Animals were examined
with regard to health status and acclimatized uadewontrolled light cycle (12 h of light and
12 h of darkness) at a constant temperature of 2Zt1During the eight-day adaptation
period, the mice receive a standard laboratory ctvitv a 4% fat content. The mice were
then fed a diet rich in fat (21% milk fat + 1.25%otesterol) for ten weeks. In the last two
weeks of the experimental diet, the animals wexeddd into four groups (n=8 in each
group): control; pioglitazone (Actos) at 20 mg/kayd[18]; LPSF/GQ-02 at 30 mg/Kg/day
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[16]; and LPSF/GQ-16 at 30 mg/Kg/day [16]. Druggevadministered daily through gavage.
The animals were weighted on a weekly basis througthe ten weeks of the experiment for
the assessment of weight evolution. At the endceftteatment, mice were anesthetized with
ketamine (115 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). Blomds collected (heart puncture) in a
tube without anti-coagulant, centrifuged and theisewas separated and stored at -20° C for
biochemical analysis. The aorta connected to tlatheas rapidly dissected and fixed for

optical microscopy and transmission electron micopy.

Biochemical determinations

Serum levels of alanine aminotransferase (ALT)ltoholesterol (TC), high-density
lipoprotein HDL) and triglycerides (TG) were detémed photometrically in the Cobas
Integra 400 automatic analyzer (Roche, Mannheinnm@ry), using Roche kits. Low-density
lipoprotein (LDL) and very low-density lipoprotei(WLDL) were determined using the

Friedewald equation [19].

Oral test of glucose tolerance

Four days prior to sacrification, the animals wéasted for four hours and then
received a 20% glucose solution (0.75 mg/g of bedight) through gavage. Blood samples
were taken from the tail at 0, 15, 30, 60 and 90utas. The glucose levels were immediately

quantified in 2 pl of blood using a blood sugar endAccuChekd Active - Roche) [7].

Optical microscopy

The lower half of the heart to the descending asda carefully dissected, fixed in
10% formalin for 24 hours, processed and embeddedparaffin. Morphometric
measurements of the ascending aortic wall thickmese performed using an adaptation of
the method described by Aguila & Mandarim-de-Laee@003) [20]. Ten histological cuts
from a randomly chosen animal were used to deterrfia thickness of the artery wall from
the mean measurement of four diametrically opp@saats (0°, 90°, 180° and 270°) with the
aid of an inverted microscope (Observer Z1, Zeissrdlimaging GmbH) at a magnification
of 10x, equipped with a camera (AxioCam MRm Zeasyl coupled to the Axio Release

4.7.4 image analysis program (Zeiss). The sameweits used to determine the area of the
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atherosclerotic lesions using an adaptation ohtleéhod described by Tangirala et al. (1995)
[21]. The delimitation between the intima and med&s easily distinguished on the slides
stained with hematoxylin and eosin (HE) and thewelrg for delimiting the area of the

atherosclerotic lesions was performed manually.

Transmission electron microscopy

Three to four animals were analyzed from eachgrdhe aorta connected to the heart
was fixed overnight in a solution containing 2.5%tgraldehyde and 4% paraformaldehyde
in a 0.1 M sodium cacodylate buffer, pH 7.2. Afteation, the samples were washed three
times in the same buffer, post-fixed in a solut@nl% osmium tetroxide, 5 nM calcium
chloride and 0.8% potassium ferricyanide in a 0.1sdlium cacodylate buffer, pH 7.2,
contrasteden blocwith 2.5% uranyl acetate in distilled water, defatdd in acetone and
embedded in Epon 812 resin (Sigma Company, St Ldd3, USA). Polymerization was
performed at 60° C for two days. Ultra-thin cut® (¥m) were then obtained with an ultra-
microtome and collected in nickel grids with 300 sime Contrasting of the cuts was
performed with 5% uranyl acetate and 1% lead etrdihe samples were examined in a

Morgani 268D-FEI transmission electron microscope.

Statistical analysis

For the analysis of the biochemical parametersthicéness of the arterial wall in the
different treatments, Bartlett’s test was used étednine the homoscedasticity of the data.
Differences between treatments were analyzed uamalysis of variance (ANOVA) and
Tukey’s post hoctest. Analysis of the atherosclerotic lesion ames performed using non-
parametric ANOVA (Kruskal-Wallis) and Dunnjsost hodest. For the oral glucose-tolerance
test, the significance of the regressions and rdiffee in the slope between regressions were

analyzed using the Student’s t-test.
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Results

Effect of pioglitazone and new thiazolidine derwves LPSF/GQ-02 and LPSF/GQ-16 on

body weight, biochemical blood parameters and gdedocomeostasis in LDI'Rnice

No significant differences were found between tigated groups and control group
with regard to body weight evolution (data not shpwRegarding serum lipids, no significant
differences were found between the treated groogscantrol group in TC (fr25= 0.80378,

p = 0.53435), TG (f&r25= 1.9184, p = 0.13861), VLDL (f25= 1.9025, p = 0.14136), HDL
(p > 0.05) or LDL (p > 0.05). However, the serunmeentration of HDL in the group treated
with pioglitazone was significantly higher thantiathe group treated with LPSF/GQ-16 (F
424)= 3.813, p = 0.015; Tukey p < 0.05) and the LDltha group treated with LPSF/GQ-16
was significantly higher than that in the groupatesl with LPSF/GQ-02 (f,24)= 3.067, p =
0.035; Tukey p < 0.05). There were no significaiffecences between groups regarding the
ALT level (FRa25=0.68026, p = 0.61213) (Table 1).

In the analysis of the oral glucose-tolerance ttst, logarithmic regressions were
compared, revealing significant differences betwaknreatments. The groups treated with
LPSF/GQ-16 and LPSF/GQ-02 underwent a more acdeatudecreased in glucose, 45.63
mg/dL and 40.32 mg/dL, respectively, for each Imohute elapsed since the administration
of the glucose. The control group and group treavet pioglitazone underwent a lesser
decreased in glucose, dropping 17.86 mg/dL and532nf/dL for each In of minute,
respectively (Table 2).

Optical microscopy

The aortas from the control group exhibited innuosr macrophages in the
subendothelial space, containing lipid dropletsthair interior characterizing foamy cells
(Fig. 1A). In the tunic media, smooth muscle ceblsibited a change in shape, going from a
concentric circular configuration to a more radihpe (Fig. 1A). Similar characteristics were
seen in the groups treated with pioglitazone (REig) and LPSF/GQ-16 (Fig. 1C). In the
group treated with LPSF/GQ-02, there were a smallember of foamy cells in the
subendothelial space, with the preservation otuhe& media (Fig. 1D).
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In the morphometric analysis of aorta thickness, ghoup treated with pioglitazone
had lesser wall thickness in comparison to the robrngroup. The group treated with
LPSF/GQ-16 had the greatest aortic wall thickndsallahe groups, whereas group treated
with LPSF/GQ-02 had the least aortic wall thicknegall the groups (Table 3). Regarding
the area of the atherosclerotic lesions, the gtoegted with pioglitazone had a larger lesion
area than that of the control group. The groupéctavith LPSF/GQ-16 had the largest lesion
area of all the groups, whereas group treated WRBF/GQ-02 had the minor lesion area of

all the groups (Table 3).

Transmission electron microscopy

The endothelial cells from the control group exieithinnumerous alterations, such as
an indented nucleus and destruction of the cytaplagth numerous vacuoles. Some regions
of the elastic subendothelial lamina exhibited nntptions (Fig. 2A), with a characteristic
buildup of foamy cells in the subendothelial spéégy. 2B). The endothelial cells from the
group treated with pioglitazone exhibited similattrastructural alterations. However,
numerous cells in the subendothelial space werergondhg a process of apoptosis (Fig. 2C)
and some foamy cells also exhibited apoptotic datarestics, such as the presence of
apoptotic bodies and vesiculated cytoplasm (Fig). ADe group treated with LPSF/GQ-16
exhibited similar ultrastructural alterations, baf a greater intensity. Complete cell
destruction occurred in the subendothelial spalmmgawith the presence of inflammatory
cells (Fig. 2E). Interestingly, the group treatedthwlLPSF/GQ-02 exhibited minimal
endothelial cell alterations, such as the presafcemall vacuoles. The elastic lamina and
myointimal cells were intact (Fig. 2F). Charactigcisoamy cells were found in the groups
treated with LPSF/GQ-16 and LPSF/GQ-02 (data noivsi).
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Discussion

Thiazolidinediones (TZDs) are a class of oral ambetic drugs used primarily for the
treatment of type 2 diabetes mellitus. TZDs redglceose levels in the blood by enhancing
the sensitivity to insulin in peripheral tissuesotigh the activation of PPAR22]. When
activated, PPARregulates the transcription of genes responsivestain, which control the
metabolism of both glucose and lipids [23]. Therefca number of studies have indicated
that, along with its anti-diabetic action, this sdaof molecules also has anti-atherosclerotic
effects [6], acting on crucial stages of the formatof atherosclerotic plaque, such as in the
recruitment of monocytes [24], formation of foanslls [25], reverse transport of cholesterol
[26] and plague stability [27]. Thus, the presenhtdg assessed the effects of the new
thiazolidine derivatives LPSF/GQ-02 and LPSF/GQdi6 the atherosclerotic process in
LDLR " mice fed a diet rich in fat.

Disturbances in the lipid profile, such as an iaseein triglycerides and LDL and a
reduction in HDL, are associated to the developnaant progression of atherosclerosis [28].
Li et al. (2000) found that the use of the PRAd&tagonists rosiglitazone and GW7845 in
LDLR™ mice for two to ten weeks induced similar effedsninishing the atherosclerotic
lesions, but without improving the lipid profile ][7 Likewise, the administration of
pioglitazone and the thiazolidine derivatives LRS8#02 and LPSF/GQ-16 to LDI'Rmice
for two weeks in the present study did not imprtdwe lipid profile in relation to the control
group. However, the group that received LPSF/GQrd6 a higher LDL in relation to the
group treated with LPSF/GQ-02 and the group treatiti pioglitazone had a higher HDL in
relation to the group treated with LPSF/GQ-16. Enhfasdings are interesting, as the PRAR
antagonists (TZDs) do not have favorable effectsherlipid profile and are not considered a
lipid-lowering class of drugs [6,18].

Troglitazone was the first TZD developed for treatment of type 2 diabetes mellitus.
However, its use was associated to severe liverrégaand it was taken off the market [29].
According to Agarwal et al. (2010), ALT levels are important to the ntiication of
hepatotoxic events related to the use of drugs JBGhe present study, no significant changes
in serum ALT levels occurred in the animals thatereed pioglitazone, LPSF/GQ-02 or
LPSF/GQ-16, thereby indicating that the new thimktoé derivatives LPSF/GQ-02 and
LPSF/GQ-16 do not have hepatotoxic effects.
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Patients with diabetes have an increased risk oftaiity, particularly due to
cardiovascular disease, which accounts for more 8@6 of deaths in this population [31].
Insulin resistance is a key dysfunction in the dmwaent and progression of type 2 diabetes
mellitus [32]. Unlike other oral anti-diabetic agenTZDs are the only drugs that increase the
uptake of insulin-mediated glucose in skeletal rfeyssuppress the production of hepatic
glucose and improve the secretion of insulirBicells of the pancreas [33]. In the present
study, the animals treated with the new tiazolidieevatives LPSF/GQ-02 and LPSF/GQ-16
achieved a more accentuated decreased in glucesls ia comparison to the group treated
with pioglitazone and the control group, suggestngreater beneficial effect on insulin
resistance, with possible protective cardiovascefimcts.

The effects of PPARIigands on the development and progression ofrasleéerosis
in animal models have been assessed by many rheear(6,34). The development of
atherosclerotic lesions stems from endothelial rnjuand dysfunction triggered by
cardiovascular risk factors. This injury facilitatéhe recruitment of circulating lipoproteins to
within the arterial wall, where they are oxidizethdaconsequently induce a chronic
inflammatory response characterized by the appearah inflammatory cells, including
monocytes. The local production of cytokines inse=a the migration of
monocytes/macrophages, which begin to capture zeddlipoproteins, forming foamy cells
and thereby constituting fatty streaks. Over tismpoth muscle cells migrate from the media
chamber to the intima, where they proliferate, Itesy in intimal hyperplasia and the
formation of fibroproliferative lesions, which caunpture and lead to clinical events such as
myocardial infarction or stroke [35].

TZDs and other PPARactivators are negative regulators of macrophagésation
and antagonize the activity of pro-inflammatoryngeription factors, such as nuclear factor
Kappa B, signal transducers and activators of transcmp@md activator protein 1 [36].
Pioglitazone is able to reduce the proliferatiod amgration of monocytes, as it inhibits the
expression of monocyte chemotactic protein 1 amdeiteptor CCR2 [37,38]. Imamoto et al.
(2003) demonstrated that threvitro use of pioglitazone on human umbilical vein endb#h
cells activated by interleukinflis able to inhibit the expression of vascular @lhesion
molecule, but without having any effect over inghaar adhesion molecule 1 and E-selectin,
which are involved in the adhesion of monocytethtovascular wall [39].

In contrast, using E2-KI mice that express humasiippprotein E2 in place of mouse
ApoE and develop atherosclerotic lesions nearlyuskeely with the presence of foamy cells,
Hennuyer et al. (2005) found that pioglitazone apslglitazone administrated for 10 weeks
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improved glucose homeostasis, but were not capsfbteducing the area of atherosclerotic
lesions; the authors attributed this lack of eftecthe animal model employed [40]. Likewise,
the morphometric analyses performed in the presteiy revealed that pioglitazone was not
capable of reducing the thickness of the aortatwerasclerotic lesions area in LDIRnice.
Regarding the new thiazolidine derivatives, LPSHG&increased aortic thickness and the
area of the lesions, thereby demonstrating no bzaketffects on atherosclerosis, whereas
LPSF/GQ-02 reverted the alterations caused byatedh diet, reducing both the thickness
of the aorta and area of the atherosclerotic lssion

The mechanisms that could explain the differenect# of pioglitazone on the
development of atherosclerotic lesions remain warcle is possible that such divergences in
the results obtained in different studies are duéhe different experimental models and
methodologies employed. Regarding the new thiar@idderivatives LPSF/GQ-02 and
LPSF/GQ-16, opposite results were found with the of these two agents. Among the
methods for the obtainment of new drugs, bioisasteanalyzes the influence of changing an
atom or group of atoms regarding the biologicalvigt of the original drug, the result of
which may be identical to, more effective than were antagonistic to the original drug [41].
Thus, the divergent results obtained with the dse thiazolidine derivatives LPSF/GQ-02
and LFSP/GQ-16 may be related to the different atmserted in these two molecules.

With advanced atherosclerotic lesions, there isnarease in macrophage apoptosis,
which can lead to necrosis, with the rupture of plegue and subsequent acute thrombosis.
The main mechanism involved in the death of macgpbk in advanced lesions is related to
an excess of non-esterified intracellular choledtestemming from atherogenic lipoproteins
[42]. After inducing advanced atherosclerotic lesian LDLR" mice, Thorp et al. (2007)
administered pioglitazone for 10 weeks and foundnanease in apoptosis with substantial
necrosis and no change in the area of the athero$icl lesions [43]. Although the present
study was carried out inducing initial atherosdierdesions in the mice, the ultrastructural
analysis revealed an increase in the number of tapopcells in the group treated with
pioglitazone. The analysis also revealed that LB&F16 induced an increase in endothelial
lesions and subendothelial space in comparisoheacontrol group, whereas LPSF/GQ-02
reduced the damage caused by the fat-rich diely muihimal alterations in the endothelium
and subendothelial space.

In conclusion, the results of the present studyalestrate that the new thiazolidine

derivative LPSF/GQ-02 improved insulin resistarmegluced the area of the atherosclerotic
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lesions and offered a protective effect for the athelium. LPSF/GQ-02 is therefore a
promising candidate for the treatment of atheroesis.
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Table 1 —Effect of treatment with pioglitazone and new tbiaiine derivatives LPSF/GQ-02
and LPSF/GQ-16 on biochemical blood parametershih R * mice

Parameters Control Pioglitazone  LPSF/GQ-02 LPSF/GQ-16
TC (mg dL) 1163.34338.5  1223.7+200.5 1050.44+271.3  1322.28468.
LDL (mg/dL? 765.4+271.3 761.5+197.7 641.2+202.8 1183.2i528.5
HDL (mg/dL? 336.2+64.6 422.5+99 1 349.5+93.2 278.5144.2

TG (mg dL? 307.2+88.5 313.5+72 244.6+65.8 454 .5+227.6
VLDL (mgdL?) 61.5+17.9 62.7+14.2 49+12.9 90.7+45.3
ALT (uL?) 31.6+£13.6 34.7+9 31.249.3 26.3+£2.7

Control — Diet rich in fat (21% milk fat + 1.25% alesterol); values expressed as mean +
standard deviation; biochemical determinationsqreréd with eight animals per group;
TC — total cholesterol; LDL — low-density lipoprate HDL — high-density lipoprotein;
TG - triglycerides; VLDL - very low-density lipopiin; ALT - alanine

aminotransferase; letters denote significant diffiees between treatmeniss 0.05



69

Table 2 —Assessment of decreased in glucose level follousegof glitazone, LPSF/GQ-
02 and LPSF/GQ-16 in LDLRmice

Parameters Equation a b f p<

Control Y=a+b*In(X) 227.17 -17.86 0.418 0.007
Pioglitazone Y=a+b*In(X) 286.43 -32.15 0.502 0.002
LPSF/GQ-02 Y=a+b*In(X) 313.65 -40.32 0.682 0.0002
LPSF/GQ-16 Y=a+b*In(X) 311.23 -45.63 0.674 0.0001

Control — Diet rich in fat (21% milk fat + 1.25% alesterol); a = intercept; b = slope

Table 3 — Thickness of ascending aorta and area of atherositelesions following
treatment with joglitazone, LPSF/GQ-02 and LPSF/GQ-16 in LDLRice

Parameters Control Pioglitazone LPSF/GQ-02 LPSF/GQ-16

Thicknesgum) 500.79+26.38 463.31+29.13 296.87+42.66 695.9+51.02

Lesion aregunt) 42933.62+22105.14 62700.38J_r7979.é% 12372.27+1055.14 150041.217486.6%

Significantly different thickness between treatnsefANOVA Fgz31) = 147.09, p<
0.0001) Significantly different lesion area betwesratments (ANOVA, [31y= 150.81,
p< 0.0001) Letters denote significant differencesMeen treatments,< 0.05
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Figure Legends:

Figure 1 — Histological cuts of aorta with atherosclerdasions (A, B, C, D); Fig. 1 A —

aorta of control group showing arterial wall thielss, with disorganization of smooth muscle
cells (asterisk) and atherosclerotic lesions (ajrergatment with pioglitazone (Fig. 1 B) and
LPSF/GQ-16 (Fig. 1 C) did not revert conditions s by fat-rich diet with regard to arterial
wall thickness (asterisk) and disorganization obeth muscle cells (arrow); LPSF/GQ-02
reverted conditions caused by fat-rich diet, pnasgr arterial wall (asterisk) and reducing

atherosclerotic lesions (arrow) (Fig. 1 D); magration 20x

Figure 2 — Ultrastructure of ascending aorta of LDLRiice with atherosclerotic lesions (A,
B, C, D, E, F); Fig. 2 A — control group, elastaina with interruptions (asterisk) and
endothelial cells rich in vacuoles; Fig. 2 B — fagacell from control group replete with lipids;
group treated with pioglitazone showing vacuolizsdiothelial cells, subendothelial space
with apoptotic cells (asterisk) (Fig. 2 C) and fgacell with apoptotic bodies (arrow) (Fig. 2
D); Fig. 2 E — group treated with LPSF/GQ-16 shawiestruction of subendothelial space
with inflammatory cells (arrow); Fig. 2 F — groupedated with LPSF/GQ-02 showing
continuous elastic lamina with well-preserved ehdbal cells; E — endothelial cell; F —

foamy cell; V — vacuoles; EL — elastic lamina; Lipids
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CONCLUSOES

» ApOs a administracdo da dieta aterogénica, os ammpaesentaram lesdes ateroscleréticas

caracteristicas.

» A utilizacdo da Pioglitazona, ndo reverteu as ogiel causadas pela dieta rica em
gordura, ndo apresentando melhora no perfil lipidiem como na lesdo aterosclerotica

dos animais.

* Os novos derivados tiazolidinicos LPSF/GQ-02 e LUB&F16 exerceram uma melhor
resposta sobre a resisténcia a insulina quando araehp com o grupo controle e

Pioglitazona.

* O novo derivado tiazolidinico LPSF/GQ-16 ndo exercacbes benéficas sobre a
aterosclerose. Entretanto, a LPSF/GQ-02 apresagoes positivas, diminuindo a leséao
aterosclerotica.

* A utlizagdo da Pioglitazona causou alteragcOesaedtiruturais significativas como

degeneracéo do endotélio e presenca de célulasoeespo apoptotico.

» Alteracdes ultraestruturais, tais como grande degedo do endotélio e destruicdo do

espaco subendotelial foi observada apds a utilizad@ novo derivado tiazolidinico
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LPSF/GQ-16. Em contrapartida, o novo derivado tidisnco LPSF/GQ-02 exerceu
alteracdes ultraestruturais minimas, apresentamdefeito protetor ao endotélio.
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Anexo



VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
l Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA-FIOCRUZ

£ " 'Te’
_’ﬁ E 1” ﬁﬂ MINISTERIO DA SAUDE / FUNDACAO OSWALDO CRUZ

CERTIFICADO

C ertificamos que o protocolo intitulado:
" Estudo comparativo de tratamentos com glitazonas sobre o processo
aterosclerético em camundongos C57BL/6J. "

niimero P-510/08, proposto por Christina Alves Peixoto, foi licenciado pelo
N° L-010/09.

Sua licenga de N° L-010/09 autoriza o uso anual de :

- 120 Mus musculus

Esse protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagédo

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal ( COBEA )
e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ( CEUA -
FIOCRUZ ). Na presente formatagdo, este projeto estd licenciado e tem
validade até 21 de janeiro de 2013,

Rio de Janeiro, 21/01/2009

/Ll -
Dra. Norma Vollmer L bﬁf{he

Coordenadora da CEUA
FIOCRUZ
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