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RESUMO 

Como tratamento para a DM2, têm se utilizado as TZDs, fármacos que atuam 

como agonistas totais de PPARγ. Além do mecanismo clássico de ação das TZDs, 

estudos demonstraram que os agonistas de PPARγ podem mediar efeitos rápidos em 

diversos tipos celulares e que envolve uma série de eventos intracelulares. No entanto, 

ainda não foi explorado se estes mecanismos não-genômicos poderiam explicar os 

efeitos benéficos do agonista parcial, GQ-16. Estudos prévios indicaram que esse ligante 

apresenta efeitos sensibilizador insulínico comparáveis aos do agonista total rosiglitazona 

(RSG), porém sem indução de ganho de peso. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi 

estudar o efeito da rosiglitazona e do GQ-16 na fosforilação das vias de sinalização do 

NFκB e da SAPK/JNK em cultura de macrófagos na presença ou ausência de estímulo 

inflamatório. Para isso, linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 foram tratadas com 

veículo (DMSO 0,001%), LPS (100 ng/mL), RSG (10-5M), GQ-16 (10-5M), RSG+LPS e 

GQ-16+LPS. O pré-tratamento das células com agonistas de PPARγ foi de 30 minutos 

para depois adicionar o LPS por 15 ou 60 minutos. Posteriormente as células foram 

colhidas e realizado ensaio de Western Blot. O imunoensaio foi realizado com os 

anticorpos anti-fosfo NFκB e anti-total NFκB ou anti-fosfo SAPK/JNK e anti-total 

SAPK/JNK. As membranas foram reveladas por quimioluminescência e realizada a 

densitometria das bandas e a análise estatística dos dados. Os resultados obtidos 

demonstraram que o pré-tratamento com os agonistas apenas inibiu a fosforilação do 

NFκB induzida pelo LPS em 15 minutos de tratamento. Foi observada apenas uma 

tendência do mesmo pela rosiglitazona na fosforilação da SAPK/JNK. Já no tratamento 

por 60 minutos com LPS, nem RSG e nem GQ-16 demonstraram inibição da fosforilação 

em nenhuma das vias estudadas. Portanto, conclui-se que possa existir uma relação 

entre os efeitos não-genômicos dos agonistas de PPARγ e os efeitos anti-inflamatórios 

do receptor, porém mais experimentos devem ser realizados para confirmar tal afirmação. 

PALAVRAS-CHAVE: PPARγ, rosiglitazona, GQ-16,  fosforilação, NFκB, SAPK/JNK. 



 
 

ABSTRACT 

Currently, TZDs have been used as a treatment for DM2. This drugs act as full 

agonists of PPARγ. In addition to the classic mechanism of action of TZDs, studies have 

shown that PPARγ agonists can mediate rapid effects on several cell types, that it 

involves a series of intracellular events. However, it has not yet been explored whether 

these non-genomic mechanisms could explain the beneficial effects of the partial agonist, 

GQ-16. Previous studies have indicated that this ligand presents insulin sensitizing effects 

comparable to those of full agonist rosiglitazone (RSG), but without inducing weight gain. 

Thus, the objective of this study was to study the effect of rosiglitazone and GQ-16 on 

phosphorylation of the signaling pathways of NFκB and SAPK/JNK in macrophage culture 

in the presence or absence of inflammatory stimulus. For this purpose, RAW 264.7 

lineage of murine macrophages were treated with vehicle (DMSO 0,001%), LPS (100 

ng/mL), RSG (10-5 M), GQ-16 (10-5 M), RSG+LPS e GQ-16+LPS. The pre-treatment of 

the cells with PPARγ agonists was for 30 minutes and then the LPS was added for 15 or 

60 minutes. Subsequently the cells were collected and the Western Blot assay was 

performed. The immunoassay was performed with the anti-phospho NFκB and anti-total 

NFκB or anti-phospho SAPK/JNK and anti-total SAPK/JNK antibodies. The membranes 

were revealed by chemiluminescence and the densitometry of the bands and statistical 

analysis of the data were performed. The results obtained showed that pre-treatment with 

agonists only inhibited phosphorylation of NFκB induced by LPS in 15 minutes of 

treatment. Only one trend was observed for rosiglitazone in SAPK/JNK phosphorylation. 

In the 60 minute treatment with LPS, neither RSG nor GQ-16 demonstrated 

phosphorylation inhibition in any of the pathways. Therefore, it is concluded that there 

may be a relationship between the non-genomic effects of agonists from PPARγ and the 

anti-inflammatory effects of the receptor, but more experiments should be conducted to 

confirm this statement. 

KEYWORDS: PPARγ, rosiglitazone, GQ-16, phosphorylation, NFκB, SAPK/JNK. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Obesidade e diabetes 

Uma dieta rica em triglicerídeos e ácidos graxos livres juntamente com o 

sedentarismo têm contribuído para a prevalência da obesidade (WILLSON; LAMBERT; 

KLIEWER, 2001), a qual é uma doença caracterizada por inflamação crônica de baixo 

grau e resistência à insulina. O tecido adiposo atua como um órgão endócrino e secreta 

um grande número de proteínas como leptina, adiponectina, interleucina 6 (IL-6) e fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α), as quais regulam o metabolismo, o consumo de energia 

e o armazenamento de gordura. Essas citocinas pró-inflamatórias, secretadas 

principalmente por macrófagos, podem induzir a resistência insulínica. Além disso, a 

obesidade também pode levar ao desenvolvimento da síndrome metabólica, a qual é 

caracterizada pelo aumento da circunferência da cintura, hipertensão, intolerância 

glicêmica e dislipidemia (CIRILLO et al., 2019).  

A obesidade representa hoje um importante problema de saúde, pelo aumento 

global de sua incidência e pelas várias condições a ela associadas: Diabetes Mellitus 

Tipo 2 (DM2), dislipidemia e hipertensão arterial sistêmica (HAS). Cada uma dessas 

doenças, por sua vez, associa-se ao aumento dos riscos de aterosclerose e doença 

cardiovascular, as principais causas de mortalidade em vários países (BACHMAYER; 

LAMMERT; para revisão ver HASENBERG, 2013; NGUYEN, 2010; OUCHI et al., 2011). 

O DM2 é considerado a doença mais importante associada à obesidade, por sua elevada 

frequência e pela morbimortalidade que determina. 

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

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

que resulta em sua incapacidade de captar e metabolizar glicose de forma eficaz 

(BOUCHER; KLEINRIDDERS; KAHN, 2014; LEBOVITZ, 2001; SEARS et al., 2009). Além 

disso, este estado pode prejudicar a capacidade das ilhotas pancreáticas de sintetizar e 



secretar insulina suficiente para atender às necessidades metabólicas do corpo. Dentre 

as manifestações clínicas que a resistência à insulina pode apresentar é possível citar: 

hiperinsulinemia, hiperglicemia, hiperlipidemia, aumento dos níveis de marcadores 

inflamatórios circulantes e diminuição dos níveis de adiponectina plasmática (BOUCHER; 

KLEINRIDDERS; KAHN, 2014). 

A interação entre obesidade, resistência insulínica e disfunção de células beta tem 

sido amplamente estudada. Embora haja muito para ser compreendido, essa interação 

reflete o fato de o tecido adiposo não ser um simples depósito para armazenamento de 

lipídeos, mas um tecido dinâmico que interage continuamente com outros tecidos críticos 

para a regulação do metabolismo energético e homeostase da glicose, entre eles fígado, 

músculo esquelético e centros reguladores do apetite (EVANS; BARISH; WANG, 2004). 

Nesse sentido, sabe-se hoje que o tecido adiposo – tradicionalmente considerado 

um órgão de armazenamento energético – produz vários mediadores inflamatórios 

implicados na fisiopatologia da obesidade (HOTAMISLIGIL, 2006; OUCHI et al., 2011). A 

inflamação associada à obesidade é caracterizada pela produção anormal de citocinas e 

outros mediadores, e a ativação de vias de sinalização inflamatória (HOTAMISLIGIL, 

2006). Outra importante característica do tecido adiposo na obesidade é a infiltração por 

macrófagos (CINTI et al., 2005; ROSA et al., 2012; WEISBERG et al., 2003). Embora a 

função destas células no metabolismo sistêmico não esteja clara, acredita-se que sua 

presença no tecido adiposo contribua para o surgimento e manutenção da resposta 

inflamatória associada à obesidade (HOTAMISLIGIL, 2006). A modulação entre 

metabolismo lipídico, resposta inflamatória e homeostase da glicose é regulada, entre 

outros fatores pelos receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs) 

(EVANS; BARISH; WANG, 2004; GLASS; OGAWA, 2006). 

1.2 Receptores ativados por proliferadores peroxissomais 



 
 

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs) são fatores de 

transcrição que fazem parte da superfamília de receptores nucleares (RN) e atuam como 

fatores de transcrição regulados por ligantes (FEIGE et al., 2006). Eles são ativados por 

ligantes sintéticos ou endógenos e, após ativação, formam heterodímeros com o receptor 

X retinóide (RXR) e se ligam à sequências específicas de reconhecimento, chamados 

elementos responsivos do receptor ativado por proliferadores peroxissomais (PPRE), na 

região reguladora gênica dos genes-alvo, levando à transcrição gênica (figura 1). 

 

Figura 1. Ativação transcricional do PPAR no núcleo da célula. (A) ligação de ligantes de 
PPAR/RXR; (B) mudanças nos cofatores transcricionais associados; (C) ativação do complexo 
transcricional (Adaptado de Rigano, Sirignano, & Taglialatela-Scafati, 2017). 

À semelhança dos demais RN, os PPARs podem regular a expressão gênica por 

meio de três mecanismos básicos, onde o ligante pode ou não estar presente. São eles: 

repressão basal, transativação e transrepressão (ARANDA; PASCUAL, 2001).   

A repressão basal corresponde a ligação constitutiva do heterodímero PPAR-RXR 

ao PPRE, na ausência de ligante com o recrutamento de proteínas correpressoras, como 

o correpressor de RN (NOCR) e as desacetilases de histonas (HDAC). Essas proteínas 

mantêm a cromatina em sua forma enovelada, impedindo, assim, as atividades da 

maquinaria transcricional e dos complexos coativadores, resultando em uma repressão 

ativa da expressão gênica (SANTOS; FAIRALL; SCHWABE, 2011). 



A transativação se caracteriza pela ativação da transcrição gênica de maneira 

ligante dependente, onde o heterodímero PPAR-RXR se liga aos PPREs dos genes alvo. 

Ao se ligar no PPAR, o ligante induz uma mudança conformacional do receptor com a 

dissociação dos correpressores e a associação dos complexos de coativadores. Estes 

modificam a estrutura da cromatina, facilitando o recrutamento da maquinaria 

transcricional ao promotor do gene alvo, resultando, assim, na ativação da transcrição 

(ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN, 2007). 

A transrepressão é regulação negativa da expressão gênica do PPARs na 

presença do ligante e não envolve a ligação direta do receptor aos PPREs no DNA. 

Embora pouco compreendida, diversos mecanismos são propostos para explicar a 

transrepressão, tais como (a) interação direta entre PPARs ativados e outros fatores de 

transcrição, o que impediria estes de se ligar aos elementos responsivos de seus genes 

alvo, (b) competição por coativadores, (c) disponibilização de proteínas que reprimem a 

atividade transcricional (d) e bloqueio da depuração de complexos de correpressores. A 

transrepressão é a forma como os PPARs reprimem a ação de fatores de transcrição 

relacionados com atividade inflamatória, tais como NFκB (RICOTE; GLASS, 2007). 

A família PPAR possui 3 isoformas (α, β/δ e γ), cada uma com suas 

particularidades de ligação, distribuições teciduais e funções fisiológicas. O PPARα é 

expresso principalmente no fígado, coração e músculo esquelético, e possui um papel 

fundamental na regulação do catabolismo de ácidos graxos por meio do aumento de 

genes que codificam enzimas na via de oxidação β (BURRI; THORESEN; BERGE, 2010; 

FEIGE et al., 2006; KERSTEN, 2014; LEFEBVRE et al., 2006). Este receptor é ativado 

por uma variedade de ligantes naturais, incluindo ácidos graxos de cadeia longa e 

fibratos. Em comparação às outras duas isoformas, o PPARβ/δ possui uma manifestação 

no músculo esquelético de 10 a 50 vezes maior, e é onde ele atua na regulação do 

metabolismo energético (KARPE; EHRENBORG, 2009; MANICKAM; WAHLI, 2017; TAN 

et al., 2016). Já o PPARγ é ricamente expresso no tecido adiposo, manifestando-se 



 
 

também na placenta e em macrófagos. Este último receptor pode ser ativado por 

prostanoides específicos e fármacos antidiabéticos, chamados tiazolidinedionas 

(AHMADIAN et al., 2013; FAN; EVANS, 2015). 

1.3 Receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPARγ) 

O PPARγ possui duas isoformas diferentes. A isoforma PPARγ1 é amplamente 

distribuída, estando presente em adipócitos, células musculares cardíacas e 

esqueléticas, células vasculares, macrófagos, bexiga, intestino e cérebro. Já a isoforma 

PPARγ2, a qual se diferencia da isoforma PPARγ1 por apresentar 28 aminoácidos 

adicionais na porção amino terminal, é expressa quase que exclusivamente no tecido 

adiposo (HEIKKINEN; AUWERX; ARGMANN, 2007; TONTONOZ P, HU E, GRAVES RA, 

BUDAVARI AI, 1994). 

Uma das principais descobertas sobre o PPARγ foi o papel crítico que ele 

desempenha na diferenciação das células adiposas. Na revisão de Willson e 

colaboradores (2001) são citados resultados de estudos complementares, nos quais foi 

demonstrado que a indução da expressão de PPARγ em cultura de fibroblastos ou 

mioblastos resultou na diferenciação em adipócitos brancos maduros conforme medido 

pela acumulação de gotículas de lipídeos neutros e pela expressão de um padrão de 

genes específicos de adipócitos (HU; TONTONOZ; SPIEGELMAN, 1995; TONTONOZ; 

HU; SPIEGELMAN, 1994), e que o tratamento de ratos resistentes à insulina com 

agonistas potentes de PPARγ aumentou o número de pequenos adipócitos enquanto que 

diminuiu o número de adipócitos grandes nos depósitos de tecido adiposo branco 

(HALLAKOU et al., 1997; OKUNO et al., 1998). Dessa forma, sendo possível concluir que 

o PPARγ serve como um regulador mestre na diferenciação de adipócitos (WILLSON; 

LAMBERT; KLIEWER, 2001). 

O PPARγ está presente em macrófagos e sua expressão é induzida rapidamente 

após a diferenciação de monócitos em macrófagos (CHINETTI et al., 1998; VON 



KNETHEN et al., 2007). Foi reportado que este receptor interage com múltiplas vias de 

sinalização, incluindo proteína 2 de linfoma de célula B (BCL2), fator nuclear kappa B 

(NFκB), p53, p21, proteínas da família STAT (transdutores de sinal e ativadores da 

transcrição), ciclooxigenase-2 (COX-2) e ciclina D1 (FUCHS, 2009) e ainda estudos 

demonstraram que o tratamento de macrófagos e monócitos com agonistas de PPARγ 

resultou na diminuição da expressão de citocinas pró-inflamatórias como TNFα (fator de 

necrose tumoral alfa) e interleucina 6 (IL-6) e na inibição da diferenciação de monócitos 

em macrófagos, revelando assim uma função mais ampla do PPARγ na regulação da 

biologia e inflamação de monócitos/macrófagos (JIANG; TING; SEED, 1998; RICOTE et 

al., 1998). 

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

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

sinalização. Ele pode regular negativamente fatores de transcrição através da eliminação 

de coativadores transcricionais como o elemento responsivo ligado á proteína 

monofosfato cíclico de adenosina (CREB) ou o coativador-1 do receptor de esteroide, por 

exemplo (YANG, W. E. N.; RACHEZ; FREEDMAN, 2000). Por outro lado, estudos já 

demonstraram que o PPARγ é direcionado para os complexos corepressores de histona 

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

(PASCUAL et al., 2005), protegendo assim esse complexo da degradação proteossomal, 

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

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

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

de transcrição sejam mantidos sem fosforilação e, consequentemente, inativos 

(DESREUMAUX et al., 2001). 

1.4 Agonistas total e parcial de PPARγ 



 
 

O PPARγ pode ser ativado tanto por compostos naturais quanto sintéticos. Os 

agonistas naturais incluem ácidos graxos de cadeia longa e a ciclopentenona 

prostaglandina 15-deoxy 12,14 prostaglandina J2 (15d-PGJ2), enquanto que os agonistas 

sintéticos compreendem alguns fármacos anti-inflamatórios não esteroidais e os 

antidiabéticos, tiazolidinedionas (TZDs) (YKI-J; PPARS, 2004). 

As TZDs são agonistas totais de PPARγ que são utilizados como opção 

terapêutica do DM do tipo 2. São ditas como “os clássicos sensibilizadores de insulina", 

uma vez que agem para restaurar a glicemia a níveis fisiológicos, elevando a 

sensibilidade à insulina dos tecidos-alvo sem o risco de causar hipoglicemia. O 

mecanismo de ação das TZDs envolve a regulação da expressão de um conjunto de 

genes-alvo associados ao metabolismo de glicose e lipídios, secreção de adipocinas e 

reações inflamatórias em tecidos-alvo (JANANI; RANJITHA KUMARI, 2015; OLEFSKY, 

2000). Porém, o uso de TZDs tem sido associado a efeitos colaterais como ganho de 

peso, edema, toxicidade cardiovascular (NISSEN; WOLSKI, 2007), perda óssea (GREY 

et al., 2007), câncer de bexiga (MAMTANI et al., 2012). Como exemplo da implicação 

disso, a Food and Drug Administration (FDA), Agência Federal do Departamento de 

Saúde e Serviços Humanos dos Estados Unidos, limitou o uso da rosiglitazona devido ao 

aumento do risco de eventos cardiovasculares, ressaltando a necessidade do 

desenvolvimento de novos medicamentos que alcancem a sensibilização à insulina sem 

efeitos cardiovasculares adversos (AMATO et al., 2012). 

Diante disso, se teve conhecimento da descoberta de agonistas parciais, os quais 

são ligantes com eficácia apenas parcial na ativação do PPARγ, porém que mantêm as 

ações de sensibilização à insulina. Muitos agonistas parciais foram relatados como tendo 

menos efeitos colaterais em comparação aos agonistas totais, o que sugeriu que ligantes 

que mantêm a sensibilização à insulina de TZDs poderiam ser desenvolvidos sem os 

efeitos colaterais indesejáveis (AMATO et al., 2012). Como exemplo disso, é possível 

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

camundongos com o agonista parcial de PPARγ, CMHX008, resultou no aumento da 



sensibilização insulínica comparáveis aos da rosiglitazona, porém com um menor risco de 

perda óssea (HOU et al., 2018). Outro caso é o do MDCCCL1636 também identificado 

como agonista parcial de PPARγ, o qual demonstrou melhora na sensibilidade insulínica 

tanto in vitro como in vivo sem provocar ganho de peso (LIU, H. -J. et al., 2015). 

O mecanismo no qual esses agonistas parciais possuem poder sensibilizador 

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

colaboradores (2010), o qual demonstrou que a fosforilação do PPARγ no resíduo de 

Ser273 possui relação com a obesidade e resistência insulínica, uma vez que resulta na 

desregulação de genes-alvo, como a adiponectina. Além disso sugeriu que tanto as TZDs 

quanto os agonistas parciais melhoravam a sensibilidade insulínica principalmente pela 

inibição da fosforilação do PPARγ mediada por Cdk5 na Ser273 (LAZNIK et al., 2010). 

Ainda, agonistas parciais parecem possuir um recrutamento diferencial de coreguladores, 

levando a uma mudança na expressão de genes em comparação aos agonistas totais 

(BERGER et al., 2003). 

O desenvolvimento de vários compostos sintéticos ligantes de PPARγ levou à 

elaboração do GQ-16 (figura 2). Estudos demonstraram que este ligante é específico 

para o PPARγ, não sendo capaz de ativar outros subtipos PPAR. Ademais, ensaios de 

transativação demonstraram que o GQ-16 atua como um agonista parcial fraco, e mesmo 

altas concentrações do ligante provocaram apenas aproximadamente um terço da 

ativação máxima estimulada pela rosiglitazona. Finalmente, foi observado que além 

desse agonista parcial possuir efeito adipogênico menor, ele ainda demonstrou efeito 

sensibilizador insulínico semelhante ao da rosiglitazona em camundongos, porém sem a 

indução do ganho de peso que é característico do agonista total (AMATO et al., 2012). 

 



 
 

 

 

Figura 2. Estrutura química do GQ-16 em comparação às TZDs rosiglitazona e 
pioglitazona (Amato et al., 2012). 

1.5 Efeitos não-genômicos de agonistas de PPARγ 

Assim como muitos hormônios esteroidais, além do clássico efeito genômico, 

vários estudos têm mostrado que os agonistas de PPARγ TZDs podem exercer efeitos 

rápidos extranucleares, na ordem de segundos ou minutos, e que independem da 

alteração da expressão gênica em diversos tipos celulares. Estes efeitos podem ser 

mediados via PPARγ ou mediados por outras vias que independem deste receptor  

(CANTINI et al., 2010; ENDO et al., 2011; GRAS et al., 2009; HUANG et al., 2005; 

LEBRASSEUR et al., 2006; LUCONI; CANTINI; SERIO, 2010; MIECZKOWSKA et al., 

2012; VON KNETHEN et al., 2007).  

As ações rápidas de agonistas de PPARγ também podem explicar alguns efeitos 

metabólicos das TZDs. A cinase AMP, envolvida com homeostasia da glicose e lipídeos e 

sensibilidade insulínica, é rapidamente fosforilada e ativada por diferentes TZDs no 

músculo esquelético, fígado e tecido adiposo, resultando na fosforilação da acetil CoA 

carboxilase, estimulação da captação de glicose e oxidação de ácidos graxos (FEDIUC et 

al., 2008; FRYER; PARBU-PATEL; CARLING, 2002; LEBRASSEUR et al., 2006).  

A regulação de vias sinalizadoras citoplasmáticas por agonistas de 

PPARγtambém já foi demonstrada em diversos tipos celulares. A rosiglitazona interfere 

com a fosforilação da ERK1/2 (cinases reguladoras de sinais extracelulares) assim como 

com a atividade da PI3K (Fosfatidilinositol 3 cinase) induzida por IGF-IR (insulin-like 

growth factors-I receptor) em células de câncer adrenocortical humano (Cantini et al., 

2008) e em células de câncer prostático humano PC3 (PAPAGEORGIOU et al., 2008) 



diminuindo a atividade de ambas as vias sinalizadoras. Em contrapartida, em células da 

musculatura lisa vascular, agonistas de PPARγrapidamente, dentro de 15 minutos, 

ativaram a via da ERK1/2 com envolvimento da via PI3K. Este estímulo da fosforilação da 

ERK1/2 está envolvido com o aumento da expressão do gene c-fos nestas células. Estes 

efeitos rápidos de agonistas de PPARγ em células da musculatura lisa vascular poderiam 

estar implicadas no efeito cardioprotetor de tais ligantes (TAKEDA et al., 2001).  

Estudos envolvendo as ações não-genômicas de agonistas de PPARγ sobre a 

atividade anti-inflamatória das TZDs também foram desenvolvidos. von Knethen e 

colaboradores (2007) demonstraram a presença de PPARγ na região nuclear e 

citoplasmática de macrófagos RAW 264.7. A localização citoplasmática do 

PPARγtambém foi demonstrada em linhagens de células de pró-monócitos HL-60 e K-

562, especialmente após o tratamento com troglitazona (HUANG et al., 2005). No entanto 

poucos estudos demonstraram a importância da localização extranuclear do PPARγ e 

qual seria o impacto de tal localização com a ação anti-inflamatória atribuída ao receptor. 

Com relação ao efeito anti-inflamatório dos agonistas, estudos demonstraram por 

exemplo que a ação de TZDs foram observadas apenas em concentrações bem 

superiores aos valores de EC50 dos agonistas (WILLSON et al., 1996, 2000). Além do 

mais, o uso do antagonista de PPARγ, PGF2α, não foi capaz de reverter o efeito anti-

inflamatório induzido pela pioglitazona, a qual inibiu a adesão da interleucina 1β 

dependente de monócitos às células endoteliais da veia umbilical humana, evidenciando 

assim mais um exemplo de efeito de agonista de PPARγ independente do receptor 

(REGINATO et al., 1998; TORIUMI et al., 2003). Por outro lado, estudos já demonstraram 

que a rosiglitazona é capaz de inibir a via da ERK1/2 através de uma ação rápida que é 

dependente do receptor (CANTINI et al., 2010; LOMBARDI et al., 2008a, 2009) 

Efeitos não-genômicos também podem ser vistos em células tumorais. Já foi 

evidenciado que na linhagem celular de leucemia humana a troglitazona induziu morte 

celular, a qual foi associada à diminuição da expressão dos oncogenes c-myc, c-myb 



 
 

ciclina D2 e, como esses genes não possuem um elemento responsivo de PPAR nas 

suas regiões promotoras, esse efeito não poderia mediado pelo PPARγ (LAURORA et al., 

2003). E ainda, a inibição do crescimento tumoral em células-tronco embrionárias pela 

troglitazona e ciglitazona foi vista nos estudo de Palakurthi e colaboradores (2001) tanto 

em camundongos que possuíam o PPARγ quanto nos que não possuiam o receptor 

(PALAKURTHI et al., 2001). 

Recentemente, foi observado que esses fármacos podem se ligar e ativar o 

receptor 40 acoplado à proteína G (GPR40) (GRAS et al., 2009; KOTARSKY et al., 2003; 

MIECZKOWSKA et al., 2012; SMITH et al., 2009; STODDART; BROWN; MILLIGAN, 

2007; ZHOU et al., 2010), um receptor de membrana associado com a secreção de ácido 

graxo livre e insulina induzida por glicose (ALQUIER et al., 2009; ITOH; KAWAMATA; 

HARADA, 2003), e foi visto que essa via de sinalização pode induzir a rápida ativação da 

ERK, MAPK p38 e JNK (MIECZKOWSKA et al., 2012; SMITH et al., 2009). 

Assim como a via da ERK, já foi observado que tanto o fator nuclear kappa B 

(NFκB) quanto a cinase c-Jun N-terminal  (JNK) são essenciais no processo inflamatório, 

o qual é ativado por ácidos graxos saturados que induzem resistência insulínica a um 

nível hipotalâmico (ONO, 2019). Porém, a inibição dessas vias pelo GQ-16 ainda não foi 

identificada, podendo isso ser responsável pelo efeito sensibilizador insulínico do 

agonista parcial. 

1.6 Fator nuclear kappa B (NFκB) 

O NFκB é um fator de transcrição que serve como resposta chave às mudanças 

no ambiente, desempenhando papel de via de sinalização em uma variedade de 

processos biológicos (HAYDEN; GHOSH, 2004). Ele é expresso em todas as células de 

mamíferos e pode ser ativado por uma diversidade de estímulos. Embora esse fator 

desempenhe função essencialmente benéfica na fisiologia normal com relação a resposta 

imune e inflamatória (CAAMAN; HUNTER, 2002; LI; VERMA; PINES, 2002; LIOU, 2002; 



NEURATH MF, BECKER C, 1998), a sua ativação também foi observada associada a 

maioria dos cânceres (DITSWORTH; ZONG, 2016; LUO et al., 2004; NEURATH MF, 

BECKER C, 1998; NF- et al., 2004; SATHE et al., 2004; WE et al., 2004) ou ainda 

doenças cardiovasculares (BROWN; JONES, 2004), diabetes (LGSSIAR et al., 2004; 

NAWROTH, 2004), inflamação crônica (LUO et al., 2004; NEURATH MF, BECKER C, 

1998) e doenças relacionadas ao sistema nervoso central (SNC) (CVETKOVIC et al., 

2004; GUO, C. et al., 2004; HUANG et al., 2005).  

A família do NFκB em mamíferos é composta por cinco membros: RelA (também 

chamado de p65), RelB, c-Rel, NFκB1 p50, e NFκB2 p52, os quais formam vários 

complexos diméricos que ativam genes alvos por meio da ligação com o κB. As proteínas 

do NFκB são normalmente sequestradas do citoplasma por uma família de inibidores, 

incluindo o IκBα (SUN, S.; LEY, 2008). 

A via de sinalização canônica do NFκB (figura 3) é estimulada por uma gama de 

estímulos, dentre os quais se pode citar as citocinas pró-inflamatórias e moléculas 

associadas à patogenicidade (ISRAËL, 2000). A sua ativação depende da degradação de 

IκBs, particularmente IκBα, o que leva à translocação de vários complexos NFκB para o 

núcleo, predominantemente do dímero p50/RelA (HAYDEN; GHOSH, 2008; 

VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009). A degradação do IκBα é mediada por meio da sua 

fosforilação pela cinase IκB (IKK), um complexo trimérico composto por duas 

subunidades catalíticas, IKKα e IKKβ, e uma subunidade regulatória, IKKγ (SUN, S.; LEY, 

2008). A ativação deste heterodímero foi observado associado com o aumento da 

transcrição de genes que codificam quimiocinas (GUO, M. et al., 2004; LEE et al., 2004), 

citocinas (ABDEL-MAGEED, 2003; LEE et al., 2004), moléculas de adesão (WILSON et 

al., 2001; YOSHIMURA et al., 2001); enzimas que produzem mediadores inflamatórios 

secundários e inibidores de apoptose (LEE et al., 2004; WE et al., 2004). Essa via tem 

sido considerada importante na coordenação da expressão de múltiplos genes 

inflamatórios e imunes através da manutenção da sobrevivência de células imunes 



 
 

durante infecções bacterianas ou estímulos inflamatórios agudos (CAAMAN; HUNTER, 

2002; GHOSH; KARIN; HAVEN, 2002; LIOU, 2002; LIOU; HSIA, 2003; WEIL; ISRAE, 

2004). 

Além desta via, uma via NFκB não-canônica ativa o complexo RelB/p52 usando 

um mecanismo que depende do processamento do p100 ao invés da degradação do IκBα 

(figura 3). Evidencias genéticas sugerem que essa via do NFκB regula funções biológicas 

importantes, como a organogênese linfóide, a sobrevivência e maturação de linfócitos B, 

ativação de células dendríticas e metabolismo ósseo. Portanto, a desregulação da via de 

sinalização do NFκB não-canônica é associada com malignidades linfóides (DEJARDIN, 

2006). 

 

Figura 3. Via de sinalização do NFκB canônica e não-canônica. A via caniônica é acionada 
por numerosos sinais, incluindo os mediados por receptores inatos e adaptativos. Ela envolve a 
ativação do complexo IKK pela Tak1, fosforilação do IκBα mediado por IKK, e subsequente 
degradação, resultando na translocação rápida e transiente para o núcleo do heterodímero 
RelA/p50. A via não-canônica depende do processamento do p100 induzido por fosforilação, o 
qual é desencadeado pela sinalização de um subconjunto de membros TNFR. Essa via de 
sinalização é dependente de NIK e IκBα, mas não do complexo trimérico IKK e media a 
ativação persistente do complexo RelB/p52 (Adaptado de S. C. Sun, 2011). 

1.7 Cinase cJun-N-terminal (JNK) 

Nos mamíferos, três grupos principais de MAPKs foram identificados: as cinases 

reguladoras de sinais extracelulares 1/2 (ERK1/2), a cinase cJun-N-terminal 1/2/3 e as 



isoformas p38 (α, β, γ e δ), sendo que cada grupo é ativado por uma cascata de 

proteínas quinase (DAVIS, 2000). 

A família da cinase cJun-N-terminal inclui três proteínas, JNK1, JNK2 e JNK3, as 

quais são codificadas por três genes diferentes, jnk1 (mapk8), jnk2 (mapk9) e jnk3 

(mapk10). Enquanto JNK1 e JNK2 possuem uma ampla distribuição nos tecidos de 

mamíferos, a expressão da JNK3 é restrita aos tecidos neuronais (RAMAN; CHEN; 

COBB, 2007). As proteínas JNK são também conhecidas como cinases proteicas 

ativadas por estresse (SAPKs) e são estimuladas por uma variedade de estímulos 

extracelulares, incluindo estresse ambiental como choque térmico, radiação ionizante, 

estresse oxidante e danos ao DNA; citocinas pró-inflamatórias; fatores de crescimento; 

inibição da síntese de DNA e proteínas; patógenos; toxicinas; e drogas (BUBICI; PAPA, 

2014; KYRIAKIS; AVRUCH, 2001). 

A ativação das isoformas da JNK requer uma fosforilação dupla nos resíduos de 

treonina e tirosina. As MAPKKs que catalisam essa reação são conhecidas como MKK4 

(também chamada de SEK1) e MKK7, as quais parecem cooperar com a fosforilação e 

consequente ativação das proteínas JNKs (LAWLER et al., 1998). As MKK4 e 7 são 

fosforiladas e ativadas por várias MAPKKKs, incluindo MEKK1 a 4, MLK1 a 3, Tpl-2, DLK, 

TAO1/2, TAK1 e ASK1/2 (KYRIAKIS; AVRUCH, 2001; WAGNER; NEBREDA, 2009). 

Sabe-se que as funções de cada proteína JNK pode tanto diferir ou sobrepor-se 

dependendo do tipo celular (BUBICI; PAPA, 2014). A revisão de Papa e colaboradores 

(2019) por exemplo menciona vários estudos que apontam que as proteínas JNK podem 

desempenhar papel no desenvolvimento tumoral, assim como JNK1 e JNK2 possuem 

funções distintas ou redundantes, e se eles irão afetar diferencialmente as alterações 

metabólicas associadas ao câncer é uma questão de investigação (PAPA; CHOY; 

BUBICI, 2019). Além disso, foi demonstrado que a ativação da via da SAPK pela 

chaetocina, inibidor da histona metiltransferase, a qual induz apoptose em células 



 
 

cancerosas pela indução da produção de ROS, resultou na redução da absorção de 

glicose e produção de lactato em células de glioma (DIXIT et al., 2014). 

Além de células cancerosas, foi demonstrado que a JNK1 também pode suprimir 

a glicólise em tecidos normais. A inibição da JNK1 em células hepáticas normais 

aumentou a expressão de grupos de genes envolvidos na síntese de glicose e 

triglicerídeos, sugerindo que a atividade basal da JNK1 regula negativamente a glicólise 

hepática e a formação de biomassa (YANG, R. et al., 2007). Isso foi posteriormente 

confirmado por estudos usando camundongos sob dieta com alto teor de gordura e 

deficiência de JNK1 e JNK2 nos hepatócitos, o que resultou em um aumento da 

expressão de enzimas glicolíticas e produção de lactato acompanhados da redução do 

nível de consumo de oxigênio pela mitocôndria. Esses efeitos da supressão das JNKs 

foram associados com um aumento de genes envolvidos com o PPAR, levando a 

elevação acentuada da taxa de oxidação de ácidos graxos, à cetogenese e à melhora da 

ação insulínica hepática nos camundongos. Isso indica que tanto JNK1 e JNK2 em 

hepatócitos reduz glicólise, a oxidação de ácidos graxos e a cetogênese em resposta a 

uma dieta rica em gordura (VERNIA et al., 2014).  

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi o de observar o efeito do agonista total 

de PPARγ rosiglitazona e do agonista parcial GQ-16 na fosforilação das vias de 

sinalização do NFκB e da SAPK/JNK em cultura de macrófagos, na ausência e presença 

de estímulo inflamatório, para determinar se a ativação dessas vias seria um efeito não-

genômico dos agonistas. 

2. METODOLOGIA 

2.1 Cultura de células: Macrófagos murinos RAW 264.7 foram cultivados em 

meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contendo 2 nM de 

glutamina, 50 U/mL de penicilina, 50 µg/mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino, 

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



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

confluência, as células foram plaqueadas em placa de 6 poços, com 5x105 células/poço. 

2.2 Tratamentos: Conforme confluência após plaqueamento, macrófagos 

RAW 264.7 foram tratados com o controle DMSO 0,001% e agonistas total de PPARγ, 

rosiglitazona (10-5 M), e parcial de PPARγ, GQ-16 (10-5 M) na presença e ausência do 

estímulo inflamatório LPS (100ng/mL) As células foram incubadas com os agonistas por 

30 minutos e em seguida, adicionado o LPS por 15 ou 60 minutos. Por fim, foi realizada a 

lise das células. A concentração desses agonistas usadas neste trabalho se deve a 

estudos prévios (AMATO et al., 2012). 

2.3  Lise celular: A cultura de células foi lavada com solução de PBS 1x 

(phosphate-buffered saline 1x) a 4ºC e então adicionado tampão de lise gelado (Hepes 

20 mM, NaCl 150 mM, glicerol 10%, TritonX-100 1%, MgCl2 1,5 mM, EGTA 1 mM, pH7,5) 

contendo contendo inibidores de fosfatases (Na3VO4 2 Mm e Na4P2O7 10 mM) e coquetel 

com inibidores de proteases (Sigma-Aldrich P8340) diluído 100 vezes. As células 

aderentes foram removidas com o auxílio de um raspador de células de plástico, em 

seguida, transferidas para tubos cônicos de 1,5 mL e lisadas com seringa e agulha. Cada 

tubo foi deixado em banho de gelo por 30 minutos e posteriormente as células foram 

centrifugadas a 12000 RPM por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadamente foi recolhido e 

armazenado em freezer a -80ºC e feita a dosagem de proteínas pelo método de Bradford. 

2.4 Eletroforese e transferência de amostras: A mesma quantidade de 

proteína (20 µg) foi desnaturada por aquecimento (95 a 100ºC por 5 minutos) em tampão 

de amostra Laemmli contendo mercaptoetanol (Tris 150 mM, glicerol 20 %, BME 1%, 

SDS 4% e azul de bromofenol 0,01%). As amostras foram aplicadas em gel de 

poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida 37,5:1) 10% e corridas em tampão (Tris 250 mM, 

glicina 192 mM, SDS 0,1%), a 100V, por aproximadamente 1 hora e 30 minutos, a 

temperatura ambiente. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas do gel para a 

membrana de PVDF (poro de 0,45 µm, Immobilon P, Millipore) na presença do tampão 



 
 

(Tris 250 mM, glicina 192 mM, metanol 20%) utilizando-se o aparelho de transferência 

(Trans-blot cell, Bio Rad Laboratories), a 24V, por 1 hora e 30 minutos, a temperatura 

ambiente. 

2.5 Western Blott: As membranas foram bloqueadas com solução de leite em 

pó desnatado a 5% em tampão TBS-T (10mM de Tris-base, 150 mM de NaCl e 0,1% de 

Tween 20), por 2 horas, a temperatura ambiente. Após esse período, as membranas 

foram lavadas com TBS-T e incubadas com o anticorpo primário. Como anticorpos 

primários foram utilizados o anticorpo que reconhece a forma total do NFkB p65 (diluição 

1:1000) ou o anticorpo policlonal de coelho contra a forma fosforilada do NFkB p65 

(Ser536) (diluição 1:1000), e o anticorpo que reconhece a forma total da SAPK/JNK 

(diluição 1:3000) ou o anticorpo policlonal de coelho contra a forma fosforilada da 

SAPK/JNK que detecta níveis endógenos de p46 e p54 (Thr183/Tyr185) (diluição 1:1000) 

em tampão de bloqueio, por 16 horas, a 4ºC, sob agitação. Após esse período, as 

membranas foram lavadas 3 vezes de 10 minutos com TBS-T e incubadas com anticorpo 

secundário conjugado a peroxidase diluído 1:4000 em solução de leite em pó desnatado 

a 1% em tampão TBS-T, por 1 hora, a temperatura ambiente, sob agitação. Em seguida, 

as membranas foram lavadas 3 vezes de 5 minutos com TBS-T. O produto final da 

reação foi revelado com o reagente ECL e quimioluminescência em fotodocumentador 

(Amersham Imager 600, GE). 

2.6 Densitometria das bandas e análise estatística: O software usado para 

quantificação das bandas foi o ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA), disponível no sítio do 

National Institute of Health (NIH). Os resultados foram apresentados como média ± erro 

padrão da média (EPM) e comparados por ANOVA seguido pós-teste de Tukey. O critério 

de significância para todas as análises foi o valor p<0,05. 

3. RESULTADOS 



No presente estudo, foram observados os efeitos do agonista total de PPARγ, 

rosiglitazona, e do agonista parcial, GQ-16, na fosforilação das vias do NFΚB e da 

SAPK/JNK, em cultura de macrófagos RAW 264.7, na ausência ou na presença de 

estímulo inflamatório por 15 ou 60 minutos. Para tal, foram realizados ensaios de 

Western Blot e utilizados anticorpos contra a forma total e forma fosforilada do NFΚB p65 

(Ser536), e contra a forma total e fosforilada da SAPK/JNK p46 e p54 (Thr183/Tyr185). 

Já foi visto que agonistas de PPARγ, além dos efeitos genômicos clássicos, 

podem mediar efeitos rápidos, em questão de minutos, em diversos tipos celulares. 

Porém, ainda não foi visto se essas ações não-genômicas poderiam explicar os efeitos 

benéficos do GQ-16. 

3.1 Efeito de agonistas de PPARγ sobre a fosforilação do NFΚB em 15 

minutos de tratamento com LPS 

O tratamento com LPS por 15 minutos aumentou a fosforilação do NFΚB em 

relação ao controle (DMSO 0,001%), porém, o  mesmo não foi visto no tratamento com 

os agonistas (figura 4A). 

Posteriormente, cultura de macrófagos RAW 264.7 foi pré-tratada com agonistas 

de PPARγ e então adicionado o LPS por 15 minutos para ver se seria possível bloquear o 

efeito do LPS na fosforilação do NFΚB. Foi observado que tanto o agonista total quanto o 

agonista parcial do PPARγ foram capazes de inibir o efeito do LPS em 15 minutos de 

tratamento (figura 4B). 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Efeito de agonistas de PPARγ sobre a fosforilação do NFΚB estimulada por 15 minutos de 
tratamento com LPS em células RAW 264.7. A) Linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 foram 
tratados com o veículo (DMSO 0,001%), rosiglitazona (RSG, 10

-5
M), GQ-16 (10

-5
M) por 30 minutos ou LPS 

(100 ng/mL) por 15 minutos. B) Linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 foram tratados com 
rosiglitazona (RSG, 10

-5
M) ou GQ-16 (10

-5
M) por 30 minutos e então o LPS (100 ng/mL) adicionado por mais 

15 minutos. As células foram colhidas e a proteína NFΚB foi detectada por Western blot. O imunoensaio foi 
realizado com os anticorpos anti-fosfo NFΚB (forma fosforilada do NFΚB) ou anti- NFΚB (forma total do NFΚB). 
Análise densitométrica foi realizada dos resultados obtidos dos autoradiogramas, normalizados pela 
expressão do NFΚB total e expressos em relação ao controle. Os valores estão expressos como média ± erro 
padrão de 5 experimentos.  A)* Significativamente diferente em relação ao controle B)# Significantemente 
diferente do LPS, por ANOVA seguida de comparação múltipla de Tukey. 

3.2 Efeito de agonistas de PPARγ sobre a fosforilação do NFΚB em 60 

minutos de tratamento com LPS 

Também no tratamento de 60 minutos com o LPS foi observado aumento 

significativo da fosforilação do NFκB em comparação ao controle, enquanto que o 

tratamento com os agonistas não demonstrou o mesmo efeito (figura 5A). Já o pré-

tratamento com os agonistas não alterou o efeito do LPS em 60 minutos de tratamento 

(figura 5B), diferentemente do que ocorreu em 15 minutos. 
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Figura 5. Efeito de agonistas de PPARγ sobre a fosforilação do NFΚB estimulada por 60 minutos de 
tratamento com LPS em células RAW 264.7. A) Linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 foram 
tratados com o veículo (DMSO 0,001%), rosiglitazona (RSG, 10

-5
M), GQ-16 (10

-5
M) por 30 minutos ou LPS 

(100 ng/mL) por 60 minutos. B) Linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 foram tratados com 
rosiglitazona (RSG, 10

-5
M) ou GQ-16 (10

-5
M) por 30 minutos e então o LPS (100 ng/mL) adicionado por mais 

60 minutos. As células foram colhidas e a proteína NFΚB foi detectada por Western blot. O imunoensaio foi 
realizado com os anticorpos anti-fosfo NFΚB (forma fosforilada do NFΚB) ou anti- NFΚB (forma total do NFΚB). 
Análise densitométrica foi realizada dos resultados obtidos dos autoradiogramas, normalizados pela 
expressão do NFΚB total e expressos em relação ao controle. Os valores estão expressos como média ± erro 
padrão de 3 experimentos.  A)* Significativamente diferente em relação ao controle, por ANOVA seguida de 
comparação múltipla de Tukey. 

3.3 Efeito de agonistas de PPARγ sobre a fosforilação da SAPK/JNK em 

15 minutos de tratamento com LPS 

O tratamento por 15 minutos com LPS embora tenha aumentado a fosforilação da 

SAPK/JNK, não foi estatisticamente significativo. Isso pode ser devido ao fato de ter 

apenas 3 experimentos (figura 6A). O pré-tratamento com os agonistas de PPARγ não 

alterou o efeito do LPS na fosforilação da SAPK/JNK, no entanto o agonista total 

rosiglitazona apresentou uma tendência a diminuir tal efeito do estímulo inflamatório 

(figura 6B). 
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Figura 6. Efeito de agonistas de PPARγ sobre a fosforilação da SAPK/JNK estimulada por 15 minutos 
de tratamento com LPS em células RAW 264.7. A) Linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 foram 
tratados com o veículo (DMSO 0,001%), rosiglitazona (RSG, 10

-5
M), GQ-16 (10

-5
M) por 30 minutos ou LPS 

(100 ng/mL) por 15 minutos. B) Linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 foram tratados com 
rosiglitazona (RSG, 10

-5
M) ou GQ-16 (10

-5
M) por 30 minutos e então o LPS (100 ng/mL) adicionado por mais 

15 minutos. As células foram colhidas e a proteína SAPK/JNK foi detectada por Western blot. O imunoensaio 
foi realizado com os anticorpos anti-fosfo SAPK/JNK (forma fosforilada da SAPK/JNK) ou anti-SAPK (forma 
total da SAPK/JNK). Análise densitométrica foi realizada dos resultados obtidos dos autoradiogramas, 
normalizados pela expressão da SAPK/JNK total e expressos em relação ao controle. Os valores estão 
expressos como média ± erro padrão de 3 experimentos. A)* Significativamente diferente em relação ao 
controle, por ANOVA seguida de comparação múltipla de Tukey. 

3.4 Efeito de agonistas de PPARγsobre a fosforilação da SAPK/JNK em 

60 minutos de tratamento com LPS 

O LPS em 60 minutos de tratamento aumentou a fosforilação da SAPK/JNK em 

torno de 35 vezes, e o tratamento com os agonistas de PPARγ não foi capaz de alterar a 

fosforilação da mesma via (figura 6A). O pré-tratamento com os agonistas de PPARγ não 

alterou o efeito do LPS sobre a fosforilação da SAPK/JNK (figura 6B). 
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Figura 7. Efeito de agonistas de PPARγ sobre a fosforilação da SAPK/JNK estimulada por 60 minutos 
de tratamento com LPS em células RAW 264.7. A) Linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 foram 
tratados com o veículo (DMSO 0,001%), rosiglitazona (RSG, 10

-5
M), GQ-16 (10

-5
M) por 30 minutos ou LPS 

(100 ng/mL) por 60 minutos. B) Linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 foram tratados com 
rosiglitazona (RSG, 10

-5
M) ou GQ-16 (10

-5
M) por 30 minutos e então o LPS (100 ng/mL) adicionado por mais 

60 minutos. As células foram colhidas e a proteína SAPK/JNK foi detectada por Western blot. O imunoensaio 
foi realizado com os anticorpos anti-fosfo SAPK/JNK (forma fosforilada da SAPK/JNK) ou anti-SAPK (forma 
total da SAPK/JNK). Análise densitométrica foi realizada dos resultados obtidos dos autoradiogramas, 
normalizados pela expressão da SAPK/JNK total e expressos em relação ao controle. Os valores estão 
expressos como média ± erro padrão de 5 experimentos. A)* Significativamente diferente em relação ao 
controle, por ANOVA seguida de comparação múltipla de Tukey. 

4. DISCUSSÃO 

A organização mundial de saúde (OMS) estima que a obesidade no mundo 

aumentou mais que o dobro desde 1980. Em 2008, 1,5 bilhões de adultos, com 20 anos 

ou mais, estavam acima do peso (WORLD HEALTH ORGANIZATION 2011a,b). 

Juntamente com a obesidade, surgem várias condições a ela associadas, como por 

exemplo o Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), uma vez que esse exceso de gordura no 

corpo promove um estado de inflamação crônica e resistência insulínica (CIRILLO et al., 

2019). De acordo com a OMS, o número de pessoas diabéticas aumentou de 108 
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milhões em 1980 para 422 milhões em 2014, e em 2016, uma estimativa de 1,6 milhões 

de mortes foram diretamente causadas pelo diabetes (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION 2018). As quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias geradas devido à 

essa condição são secretadas principalmente pelos macrófagos que são recrutados para 

o tecido adiposo (CIRILLO et al., 2019), e por isso no presente estudo foi utilizada a 

linhagem celular de macrófagos RAW 264.7 para realização dos tratamentos. 

Para a indução do processo inflamatório nos macrófagos foi utilizado o 

lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias gram-negativas, uma vez que pouco tempo de 

estimulação com LPS já induz (e reprime) a expressão de várias centenas de genes em 

macrófagos (RAMSEY et al., 2008; RAVASI; WELLS; HUME, 2007). O LPS é 

reconhecido pelo TLR4 (toll-like receptor 4) na superfície de macrófagos e resulta na 

ativação das vias de sinalização das três famílias de MAPK (ERK1/2, p38 e SAPK/JNK) e 

do NFΚB, que regulam a expressão de genes relacionados com a inflamação como por 

exemplo TNF, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10 (MEDZHITOV; HORNG, 2009; SMALE, 2012; 

TAKEUCHI; AKIRA, 2010; para revisão ver ULLOA; TRACEY, 2005; VAURE; LIU, 2014). 

A ativação das vias de sinalização SAPK/JNK e NFΚB pelo LPS foi observada no 

presente estudo em 15 e 60 minutos de tratamento. O tratamento por 15 minutos com 

LPS não alterou significativamente a fosforilação da SAPK/JNK, embora tenha 

apresentado uma tendência. Isso pode ser explicado devido ao baixo número de 

experimentos (apenas 3), necessitando se aumentar esse número.  

Como tratamento medicamentoso utilizado para combater o DM2 são utilizadas as 

TZDs, as quais são agonistas totais de PPARγ. Estas possuem efeitos sensibilizador 

insulínico e anti-inflamatórios, porém seu uso tem sido associado à efeitos adversos. 

Diante disso, foram desenvolvidos agonistas parciais, os quais são ligantes com eficácia 

apenas parcial na ativação do PPARγ, porém que mantêm as ações de sensibilização à 

insulina e com menos efeitos colaterais (AMATO et al., 2012).  



Nesse caso, o agonista parcial utilizado para a realização dos experimentos foi o 

GQ-16, o qual em estudos anteriores demonstrou efeito sensibilizador insulínico 

comparáveis ao da rosiglitazona, porém sem a indução do ganho de peso (AMATO et al., 

2012). Coelho e colaboradores (2016) demonstraram em camundongos tratados com 

dieta hiperlipídica, que o GQ-16 reduziu o ganho de peso em comparação com a 

rosiglitazona, mesmo tendo aumentado o consumo energético. Ainda, o tratamento com 

GQ-16 induziu a expressão de genes relacionados com a termogênese no tecido adiposo 

marrom e no tecido adiposo branco epididimal (COELHO et al., 2016). O trabalho de 

Milton e colaboradores (2015) comparou os efeitos da rosiglitazona e do GQ-16 em 

células de adipócitos maduros 3T3-L1 usando microarray e PCR em tempo real, onde a 

rosiglitazona alterou a expressão de 1156 genes, enquanto que o GQ-16 alterou apenas 

89 genes. O GQ-16, de forma geral, demonstrou um efeito fraco sobre os genes 

induzidos pela rosiglitazona, consistente com as ações de um agonista parcial, porém, 

eficientemente reprimiu alguns genes responsivos negativamente regulados pelo PPARγ, 

o que poderia contribuir com as ações fisiológicas do ligante (MILTON et al., 2015). 

Nos experimentos realizados neste trabalho, que analisaram a fosforilação da 

SAPK/JNK e do NFΚB, os agonistas de PPARγ foram adicionados antes do estímulo 

inflamatório para verificar se tais agonistas conseguiriam inibir o estímulo do LPS. O pré-

tratamento com o agonista total de PPARγ, rosiglitazona, e com o agonista parcial GQ-

16, entretanto, apenas demonstrou inibição do efeito do LPS em 15 minutos de 

tratamento sobre a fosforilação do NFΚB. Apesar disso, foi possível observar uma 

tendência de diminuição da fosforilação da SAPK/JNK pela rosiglitazona também em 15 

minutos de tratamento e é possível que a significância estatística não tenha sido 

observada devido à pouca quantidade de experimentos realizados, e portanto mais 

experimentos devem feitos antes de se poder excluir o efeito do agonista total nessa via. 

Por outro lado, nenhum dos ligantes foi capaz de inibir o efeito gerado por 60 minutos de 



 
 

tratamento com LPS, demonstrando assim que este é um mecanismo dependente do 

tempo. 

Foi realizada, anteriormente aos experimentos, uma curva de tempo com o LPS 

para se verificar quais seriam os tempos utilizados no tratamento com este estímulo 

inflamatório, e, diante disso, foram escolhidos os tempos de 15 e 60 minutos. Além disso, 

outros estudos também já demonstraram que a rosiglitazona inibiu o estímulo inflamatório 

induzido pelo tratamento com LPS em diferentes tipos celulares. Em células da veia 

umbilical humana, este agonista total de PPARγ demonstrou significante diminuição da 

apoptose, produção de ROS e das concentrações de  TNFα, IL-6, CXCL12 e CXCR4 

induzidos por 24 horas de tratamento com LPS (JI et al., 2018). E ainda, à semelhança 

do presente estudo, já foi visto que a rosiglitazona foi capaz de inibir a ativação da AKT 

em cultura de células RAW 264.7, estimuladas por 15 minutos de tratamento com LPS 

(LIN et al., 2014). 

Trabalhos anteriores já mostraram que as TZDs interferem com a fosforilação da 

SAPK/JNK e do NFΚB em diferentes tipos celulares. Okami e colaboradores (2013) por 

exemplo, demonstraram que a rosiglitazona bloqueou a fosforilação da SAPK/JNK no 

tecido cerebral isquêmico e sendo capaz assim de reduzir a morte celular, dessa forma 

demonstrando o efeito neuroprotetor de TZDs ao reduzir o estresse oxidativo e 

prevenindo a apoptose. (OKAMI et al., 2013). Ainda, foi observada uma diminuição na 

fosforilação do NFΚB induzida pela interleucina 7 (IL-7) e TNFα após tratamento com a 

pioglitazona em células do núcleo pulposo, mostrando assim que esse agonista é capaz 

de inibir a ativação desta via de sinalização, exercendo assim efeito anti-inflamatório (LIU, 

Y. et al., 2019). Isso pôde ser visto no presente trabalho, uma vez que os agonistas foram 

capazes de inibir a fosforilação do NFΚB induzida pelo LPS, e não terem efeito na 

ausência do estímulo inflamatório. Mas, por outro lado, o mesmo não foi observado na 

fosforilação da via da SAPK/JNK, e mais estudos devem ser realizados nessa área para 

se confirmar o efeito inibidor da rosiglitazona nessa via. 



As concentrações utilizadas dos agonistas foram devido a estudos anteriores que 

também utilizaram 10-5M de rosiglitazona e GQ-16 para realização dos experimentos 

(AMATO et al., 2012). Além do mais, ensaios de viabilidade celular foram realizados, os 

quais demonstraram que tanto rosiglitazona quanto GQ-16, nessa concentração, não 

causaram efeito sobre a viabilidade de macrófagos RAW 264.7 e portanto não sendo 

tóxicos para a célula (SILVA, 2016). Ainda é importante comentar que o uso de maiores 

concentrações do GQ-16 causam a precipitação do agonista parcial, e portanto essa 

utilização não foi possível. 

A participação do PPARγ nessas vias de sinalização é controversa. Estudos 

mostraram que os efeitos que os agonistas de PPARγ exercem sobre as vias de 

sinalização são de forma independente de PPARγ. De fato, já foi demonstrado que a 

rosiglitazona pode agir via um receptor de membrana acoplado à proteína G, o GPR40 

(GRAS et al., 2009; KIM et al., 2013; PAPAGEORGIOU et al., 2008; WANG et al., 2015). 

Já foi visto que em células endoteliais humanas a rosiglitazona interfere com a 

ação pró-inflamatória do TNFα e do IFNγ (indução da secreção de citocinas inflamatórias, 

expressão de moléculas de adesão) através da rápida inibição da fosforilação da ERK1/2 

estimulada pelo TNFα e IFNγ (LOMBARDI et al., 2008b, 2009) e experimentos de 

silenciamento do PPARγ claramente demonstraram o envolvimento do receptor em 

mediar tanto o efeito rápido não-genômico da fosforilação da ERK1/2 quanto os efeitos a 

longo prazo na secreção de citocinas e quimiocinas (LUCONI; CANTINI; SERIO, 2010). 

Por outro lado, os resultados de Wang e colaboradores (2015) demonstraram que o 

GPR40 e o PPARγ podem funcionar juntos como uma via de sinalização de transdução 

integrada de dois receptores. Além da ativação direta no receptor PPARγ, a rosiglitazona 

também exigiu o GPR40 para propagar de forma ideal um sinal nuclear do PPARγ no 

endotélio humano. O GPR40 e o PPARγ pareceram funcionar aditivamente e, às vezes, 

sinergicamente para iniciar respostas genômicas do PPARγ, dependendo do contexto 

transcricional (WANG et al., 2015). E ainda, já na ausência do ligante, o PPARγ se liga a 



 
 

especificos PPREs em genes responsivos, recrutando complexos correpressores (NcoR) 

e assim inibindo a transcrição. Já a ligação ao receptor induz uma troca de um estado de 

repressão para um estado de transativação por meio da liberação do NcoR e 

recrutamento do NcoA (LUCONI; CANTINI; SERIO, 2010). 

5. CONCLUSÃO 

Conclui-se com os resultados deste estudo que tanto rosiglitazona quanto GQ-16 

foram capazes de inibir o efeito da fosforilação do NFκB em 15 minutos de tratamento 

com o LPS, sugerindo assim que a ativação desta via de sinalização pode ser um efeito 

não-genômico dos agonistas total e parcial de PPARγ e que também existe uma relação 

entre os efeitos não-genômicos dos agonistas e o efeito anti-inflamatório do receptor. No 

que se diz respeito à fosforilação da via da SAPK/JNK foi possível observar uma 

tendência pela rosiglitazona de inibição do efeito gerado pelo LPS, porém é necessária 

realização de um maior número de experimentos para se obter uma análise estatística 

mais precisa. 

Além disso, é preciso verificar se estes efeitos não-genômicos são realmente 

dependentes de PPARγ, se são dependentes da ligação com outro receptor ou ainda 

dependentes da ligação tanto com o PPARγ quanto com outro receptor. Ainda, é preciso 

confirmar que o efeito dos agonistas nessas vias de sinalização estão de fato envolvido 

com o efeito anti-inflamatório. 
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