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RESUMO

O aumento do sedentarismo e da obesidade na sociedade vem evidenciando
cada vez mais um importante problema de saude publica, a Diabetes Mellitus
tipo 2 (DM tipo 2). Apenas duas classes medicamentosas com acao
sensibilizadora de insulina estédo disponiveis, as biguanidas (metformina) e as
tiazolidinadionas (TZD) ou glitazonas (pioglitazona). As TZDs exercem seus
efeitos hipoglicemiantes ao se ligarem ao receptor ativado por proliferadores
peroxissomais gama (PPARYy), um receptor nuclear expresso em diferentes
tecidos, no entanto esses medicamentos tém sido ligados a sérios efeitos
adversos como insuficiéncia cardiaca congestiva e cancer de bexiga, reduzindo
sua prescricdo e uso. Nesse sentido, novos agonistas PPARy vem sendo
desenvolvidos com o objetivos de se obter farmacos com atividades parciais,
jd que agonistas totais de PPARy acarretavam maiores efeitos adversos
Entretanto, os agonistas PPARy também podem ser utilizados para tratamento
de outras condi¢des, como por exemplo, para o tratamento da infertilidade na
Sindrome dos Ovarios Policisticos cuja a resisténcia a insulina esta ligada a
anovulacdo. Diante da escassez de estudos que analisem os efeitos toxicos de
agonistas PPARy em embrides de animais. Essa estudo teve por OBJETIVO:
Analisar a toxicidade do GQ-16, em comparacdo com outras TZDs
(rosiglitazona e pioglitazona), utilizando o peixe-zebra como modelo animal.
METODO: Realizou-se o teste de toxicidade aguda em embrides de peixe
zebra (FET) com rosiglitazona, pioglitazona e GQ-16 em diferentes
concentracfes. Resultado: O GQ-16 e a pioglitazona apresentaram baixa
toxicidade nos embrides de peixe-zebra ao contrario da rosiglitazona que levou
a mortalidade de 100% dos embribes na maior concentragdo. Em
concentracdes mais baixas, a rosiglitazona apresentou alto indice de alteracbes

no desenvolvimento embrionario principalmente edema pericéardio.

CONCLUSAOQ: Os achados corroboram que o GQ-16, um agonista parcial
PPARYy, tem menor toxicidade que as outras tiazolidinadionas, porém mais
estudos sdo necessarios para elucidar potenciais beneficios e efeitos adversos

desse novo ligante.



ABSTRACT

The increase in sedentary lifestyle and obesity in society has increasingly
highlighted an important public health problem, Type 2 Diabetes Mellitus (Type
2 DM). Only two drug classes with insulin-sensitizing action are available,
biguanides (metformin) and thiazolidinediones (TZD) or glitazones
(pioglitazone). TZDs exert their hypoglycemic effects by binding to the
peroxisomal proliferator-activated receptor gamma (PPARY), a nuclear receptor
expressed in different tissues, however these drugs have been linked to serious
adverse effects such as acquired congestive heart disease and bladder cancer..
In this sense, new PPARYy agonists have been administered with the aim of
obtaining drugs with partial activities, since total PPARy agonists caused greater
adverse effects. However, PPARy agonist can be use for other conditions, such
as the treatment of infertility in Polycystic Ovary Syndrome whose insulin
resistance, wich is linked to anovulation. Given the literature gap of studies that
analyze the toxic effects of PPARy agonists in animal embryos. This study had
the OBJECTIVE: To analyze the toxicity of GQ-16, in comparison with other
TZDs (rosiglitazone and pioglitazone), using zebrafish as an animal model.
METHOD: Acute toxicity test in zebrafish embryos (FET) was performed with
rosiglitazone, pioglitazone, and GQ-16 at different concentrations. Result: GQ-
16 and pioglitazone showed low toxicity in zebrafish embryos unlike
rosiglitazone which led to 100% mortality of embryos at the highest
concentration. At lower concentrations, rosiglitazone showed a high rate of
alterations in embryonic development, mainly pericardial edema.
CONCLUSION: The findings support that GQ-16, a PPARYy partial agonist, has
less toxicity than other thiazolidinediones, but further studies are needed to

elucidate potential effects and adverse effects of this new ligand.
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Avaliacéo da toxicidade do GQ-16, um novo ligante agonista do
receptor ativado por proliferadores de peroxissomo gama
(PPARY), em comparacdo com outras tiazolidinadionas em

peixe-zebra (Danio rerio)
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1. INTRODUCAO

DIABETES MELLITUS

O aumento do sedentarismo e da obesidade na sociedade vem
evidenciando cada vez mais um importante problema de salde publica
mundial, o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)(1). A prevaléncia de DM2 no mundo
vem crescendo de maneira assombrosa. Em 2000, estimou-se que cerca de
171 milhdes de pessoas eram portadoras, e a projecao para 2030 era de que
a doenca acometeria por volta de 366 milhées de individuos no mundo(2).

Surpreendentemente em 2017, os nUmeros apontaram a prevaléncia de
462 milhdes portadores de DM2 com estimativa de aumento é de 7.079 por
100.000 habitantes até 2030(3), em 2021 os numeros alcancaram 537 milhdes
de pessoas no mundo(4). Assim sendo, o DM2 é reconhecido como um sério
problema, ja que acarreta consideravel impacto na capacidade funcional, na

qualidade de vida, na morbidade e por fim na mortalidade precoce(1, 4).

O diabetes é considerado um grupo de doencas metabdlicas
caracterizada pela hiperglicemia duradoura, que pode ser secundaria a
resisténcia as a¢des da insulina no figado e nos tecidos, bem como a secrecéo
insuficiente de insulina pelas células [ pancreaticas ou ambos o0s
mecanismos(5). Existem diferentes classificacdo do diabetes, sendo de suma
importancia sua caracterizacdo para a escolha da terapia adequada,
monitorizagdo e rastreamento de comorbidades associadas. Dentre estas,
destacam-se dois tipos de maior interesse, o tipo 1 e o tipo 2(5).

O Diabetes tipo 1 é principalmente caracterizado pela destruicdo de
células B levando a insuficiéncia absoluta na producéo de insulina, podendo ser
idiopatica ou mais comumente de causa imuno-mediada(6). Este tipo

corresponde a cerca de 5-10% dos casos totais de portadores de diabetes(4).

O DM2 corresponde a cerca de 90-95% dos casos totais de diagnostico
de diabetes(4) e tem como caracteristica a resisténcia a insulina em associagao
a deficiéncia de secrecao de insulina(5). No entanto o espectro de manifestacéo
desse tipo de diabetes é variavel, podendo ter maior predominio da resisténcia

a insulina ou maior predominio do defeito de secrec¢ao da insulina(7).
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Esse mau funcionamento da acao da insulina e da secrecao da insulina
pode resultar em altos niveis de glicemia. No caso da disfungéo celular (células
B), areducéo da secrecdo de insulina, acarreta a falta de capacidade de manter
o nivel de glicose normal, enquanto, a resisténcia a insulina contribui para o
aumento da producéo de glicose no figado e reduz a sua captacdo no muasculo,

figado e adipdcitos(8).

Embora tradicionalmente se discuta esses dois mecanismos principais,
sabe-se que ha uma complexa rede de interacdes entre vias metabdlicas em
conjunto com fatores genéticos e ambientais para o desenvolvimento do
DM2(7). H& os fatores ndo modificaveis como etnia, histérico familiar e
predisposicdo genética, e, os fatores modificaveis como obesidade, dieta n&o

saudavel e sedentarismo (Figura 1)(8).
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Figura 1 - Fatores de risco do Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) e as alteragGes patoldgicas que levam a perpetuagdo
da disfuncéo da insulina. Combinacdes complexas de fatores genéticos, metabdlicos e ambientais que
interagem entre si constituem tanto fatores de risco nao modificaveis (etnia e histéria familiar/predisposicao
genética) quanto modificaveis (obesidade, baixa atividade fisica e dieta ndo saudavel). Esses estados
afetam a funcado celular resultando em uma complexa rede de alteragfes patoldgicas que influenciam
mutuamente e levam a perpetuacéo da disfungdo da insulina. ROS: espécies reativas de oxigénio; RE:
reticulo endoplasmatico; AGEs: produtos finais de glicagcdo avangada; PKC: proteina quinase C; LPS:
lipopolissacarideo; miRNA: microRNA. Fonte: Galicia-Garcia et al. 2020. Adaptado pela autora.



27

Ressalta-se que a maior parte dos pacientes portadores da DM2
também apresentam alguma desordem ponderal, seja sobrepeso ou
obesidade(9). Apesar da influéncia genética contribuir como fator de risco de
maneira significativa, diversos estudos clinicos vém sugerindo que os casos de
DM2 podem ser prevenidos ou até mesmo entrar em estado de remissao se

ocorrer a mudanca para habitos saudaveis com dieta e exercicios(10).

A falta de atividade fisica e a ampliacdo dos comportamentos
sedentarios esta ligado ao aumento de marcadores de inflamacédo sistémica
cronica de baixo grau(11). Essa inflamacéao (Figura 1) se refere a uma condicao
subclinica, na qual o processo inflamatdrio se perpetua na presenca de injurias,
contribuindo para o desenvolvimento de doencas cronicas, além de ser um fator
de risco independente para a mortalidade(12). A exemplo desses
biomarcadores, pode ocorrer o aumento da interleucina 6 (IL-6), da proteina C
reativa (PCR),do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da IL-1. A IL-1
participa da resposta autoimune as células 3 no pancreas, da inibicdo da funcao
das células B e da ativacdo do fator de transcricdo do fator de transcricdo da
cadeia leve kappa do fator nuclear de células B ativadas (NF-kB), inibindo

assim a funcéo das células 3 e promovendo a apoptose(8).

Estudos vem sugerindo que a resolucéo dessa inflamacéao pode prevenir
0 DM2 na obesidade(13). Um estudo mostrou que a restricao caldrica e a perda
de peso mediada pelo exercicio fisico em camundongos obesos com DM2
estava associado a reducao da expressdo do inflamassomo Proteina 3 que
Contém Dominio de Pirina da Familia NLR (NLRP3), responsavel pela
producdo de IL-18 e IL-18, em tecido adiposo, bem como diminuicdo da

inflamacgéo e melhora da sensibilidade a insulina(14).

De fato, o exercicio fisico aumenta os niveis de citocinas anti-
inflamat6rias como o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra), o receptor
soltvel de TNF (s-TNF-R) que séo antagonistas de IL-1 e TNF-a (15), alem da
reducdo de IL-6, IL-18 e PCR pr¢ inflamatorias(16).

Outro interessante modulador glicémico liberado pelo exercicio fisico, €
a irisina, um peptideo hormonal que regula a tolerancia a glicose, a qual

encontra-se em niveis mais baixos em pacientes com diabetes tipo 2(17). Esse
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peptideo hormonal é secretado pelos musculos e adipdcitos em respostas a
atividade esportiva(17). Uma recente revisdo sistematica com meta-analise
analisou 24 estudos randomizados (921 participantes) com objetivo de avaliar
0s niveis de irisina em resposta a atividade fisica em individuos DM2. O
resultado demonstrou que o exercicio fisico aumentou significativamente os
niveis de irisina circulante (p=0.005), reduziu insulina (p< 0.00001) e glicose (p
< 0.00001), além da resisténcia a insulina (p< 0.00001)(18).

O exercicio fisico também atua na sintese da antioxidantes (glutationa)
e algumas enzimas, que a longo prazo reduzem os niveis de radicais livres. E
importante ressaltar que a geracdo exacerbada de espécies reativas do
oxigénio (ERO) proveniente principalmente da dieta desbalanceada rica em
triglicerideos, também mobiliza moléculas inflamatérias, o que de maneira
sinérgica aumenta o estresse oxidativo (Figura 1). Esse ambiente pré-oxidante
pode levar a disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico,
ativacao da NADPH oxidase e producao de superéxido (O2-)(8).

A alimentacdo também tem impacto na microbiota intestinal (Figura 1) o
gue pode contribuir para a patogénese do DM2(8). Recentemente houve um
aumento do interesse das pesquisas em estudar os mecanismos e atribuicdes
da microbiota intestinal em doencas cronicas, visto que participam da
modulacdo do sistema imunolégico, da resposta inflamatéria e da sintese
metabdlica. A dieta hiperlipidica pode aumentar em até trés vezes a producéo
de lipopolissacarideos constituintes de bactérias Gram-negativas, que por
conseguinte contribuem para a inflamacéo de baixo grau. Além disso, essa
disbiose intestinal pode reduzir a sintese de acidos graxos de cadeia curta que
€ responsavel pela integridade da barreira intestinal, proliferacdo de células 3
pancreaticas e biossintese de insulina. A alteracéo da flora intestinal também
pode alterar a formagéo de aminoéacidos ramificados e trimetilamina levando ao

comprometimento da homeostase da glicose(8).

E interessante, ressaltar que mesmo diante da normalizacdo da
glicemia, seja pela mudanca de estilo de vida ou pela terapia medicamentosa,
a memoéria metabdlica pode se perpetuar dando origem e/ou continuidade nas

complicacbes do DM2(8). A memoria metabdlica envolve quatro mecanismos:
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epigenética, estresse oxidativo, glicacdo ndo enzimatica de proteinas e
inflamacéo crénica. Destaca-se as evidéncias crescentes da regulacdo pos-
transcricional mediada por microRNA’s (miRNA) em diferentes aspectos, desde
a diferenciacdo celular, sinalizacdo mediada por citocinas e fatores de
crescimento, metabolismo de glicose e sintese e secrecdo de insulina de
células B(19) . Assim, a desregulacéo da expressao de miRNA (Figura 1) pode
prejudicar diretamente a fungao das células B, levando ao desenvolvimento de
DM2(20) .

Os sintomas mais comuns que sinalizam o estado hiperglicémico, séo
polidria (aumento do volume de producéo de urina), polidipsia (sede excessiva),
perda de peso, polifagia (aumento da fome), visdo embagada e aumento da

susceptibilidade a infeccdes(b).

Consequéncias agudas graves estao relacionadas ao aparecimento de
cetoacidose (quando o organismo realiza lipélise para obtencdo de energia,
gerando a partir da oxidacdo de acidos graxos, acetil-CoA. Em excesso esse
processo passa a gerar corpos cetdonicos e acetona como produto). Outro
importante risco a vida € a sindrome hiperosmolar ndo cetética caracterizada
por uma hiperglicemia grave, aumento acentuado da osmolalidade sérica,

desidratacdo sem acumulo significativo de cetoacidos(21).

A cronificacdo da hiperglicemia est4 associada a diversas complicacdes
a longo prazo, afetando diferentes 6rgéos e tecidos nobres como, coracao, rins,
nervos, olhos e vasos sanguineos. Esses danos causados pela hiperglicemia
podem acarretar disfuncdes do Orgdo, podendo evoluir até a falha por

completo.(5)

Em termo de complicagcbes de longo prazo (Figura 2), a diabetes pode
acarretar retinopatias e perda de visdo; nefropatias levando a insuficiéncia
renal, neuropatias, risco de Ulceras, amputacdo de membros; disfuncdes

autonébmicas dos sistemas cardiovascular, gastrico, geniturinario e sexual(5).
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Complicagdes do
Diabetes Mellitus tipo 2

MICROVASCULAR MACROVASCULAR
Retinopatia Acidente Vascular
Cerebral
Nefropatia . Doenca a.rterlal
coronariana
Neuropatia Doenga vascular
periférica periférica

Figura 2 — Complicacbes acarretadas pelo Diabetes Mellitus tipo 2. Complicacdes
microvasculares: retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica. Complicagdes macrovasculares:
Acidente vascular cerebral, Doenca arterial coronariana, Doenga vascular periférica. Fonte:
Elaborado pela autora.

O tratamento do DM2 é imprescindivel para evitar o aparecimento de
complicacBes. As medidas ndo farmacologicas sdo de grande importancia, no
entanto muitas barreiras podem influenciar a sua adeséao, visto que é muito
dificil a mudanca comportamental de habitos ja consolidados(22). Desse modo,
as medidas farmacoldgicas tém um papel imprescindivel no tratamento do
DM2.

Existem diversos farmacos destinados ao tratamento do diabetes (Figura
3), entretanto, atualmente no mercado apenas duas classes medicamentosas
com acado sensibilizadora de insulina estdo disponiveis, as biguanidas

(metformina) e as tiazolidinadionas — TZD ou glitazonas (pioglitazona).
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Farmacos para tratamento do DM2
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Figura 3: Tratamento farmacolégico da hiperglicemia de acordo com o local de acdo e
mecanismo. GLP1=peptideo 1 semelhante ao glucagon. DPP-IV=dipeptidil peptidase IV.
Acidos graxos livres néo esterificados (NEFA) Stumvoll. et al, 2005. Adaptado pela autora.

A metformina € um dos medicamentos de primeira linha de tratamento
do diabetes, no entanto varios estudos avaliando a adesédo aos medicamentos
para diabetes relataram que a metformina tem as menores taxas de adesao
guando comparada com outros antidiabéticos orais(23), em parte, os efeitos

adversos gastrointestinais contribuem para esse fenébmeno(24, 25).

Como alternativa farmacoldgica sensibilizadora de insulina, as
tizolidinadionas (TZDs) podem ser indicadas como segunda ou terceira linha
de tratamento do DM2. Entretanto, precau¢des devem ser tomadas levando em
consideracao os fatores de risco do paciente para desenvolvimento de efeitos

adversos presentes nessa classe.
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TIAZOLIDINADIONAS

As TZDs foram desenvolvidas por volta de 1980 no Japéo(26) e
introduzidas no mercado na década de 1990. A primeira glitazona foi a
troglitazona, essa, no entanto, foi removida da comercializacdo em 1999 apos

ter sido associada a hepatotoxicidade (26, 27).

Contudo, essa toxicidade pode estar associada a outros alvos da
troglitazona, como 3-0x0-5-beta-esteroide4-desidrogenase, colagenase
neutrofilos, estromelisina-1 e acil-CoA desidrogenase de cadeias muito longas

(VLCAD)(27), ndo estando associada a classe farmacologica(26).

A segunda glitazona a ser comercializada foi a rosiglitazona. Sua
aprovacao pela agéncia regulatéria dos Estados Unidos, Food and Drug
Administration (FDA), para o tratamento do DM2 se deu em 1999. Porém em
2007, houve a publicagdo de uma meta-analise que incluiu 42 estudos clinicos,
cujo resultado conectava a rosiglitazona ao aumento de risco de infarto agudo

do miocardio (IAM) e morte por causas cardiovasculares(28).

Em 2010, a meta-andlise foi atualizada com novos dados, e o0s
resultados mostraram que ndo houve aumento de risco de morte por causas
cardiovasculares no entanto o aumento de 28% de risco de desenvolvimento

de IAM permaneceu(29).

Nesse mesmo ano, as agéncias regulatorias de medicamentos, FDA,
European Medicines Agency (EMA), Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) entre outras, retiraram a rosiglitazona da comercializagéo.

A pioglitazona € a Unica que restou no mercado brasileiro, entretanto,
alguns estudos chamam a atengcdo sobre uma possivel associacdo deste
medicamento com o aumento de risco de desenvolver cancer de bexiga, por

conta dessa repercussao, seu uso foi suspenso em outros paises(30).

A agéncia sanitaria francesa suspendeu o0 uso de pioglitazona em 2011,
bem como na india, Alemanha e Jap&o(30), ja& no Brasil, seu uso n&do foi

suspenso, porém a prescricado vem caindo em desuso.
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No entanto a pioglitazona pode ser utilizada no tratamento da Sindrome
de Ovaérios Policisticos, sendo um dos fatores que também contribui para sua
permanéncia no mercado. Essa sindrome é caracterizada por anovulacéo
cronica e hiperandrogenismo, no qual o principal mecanismo envolvido é a
resisténcia a insulina nos ovarios podendo levar a infertilidade(31). Dessa
forma, a pioglittazona pode ser indicada para mulheres com ovario policistico

gue desejam engravidar.

As TZDs exercem seus efeitos hipoglicemiantes ao se ligarem ao fator
de transcricdo do receptor ativado por Receptores dos Proliferadores
Peroxissomais gama (PPARYy), um receptor nuclear, expresso principalmente
em tecidos adiposos e, em quantidades singelas, no estdmago, intestino,
bexiga, rim, baco, adrenal, figado, pulméo, cérebro, coracdo e vasos

sanguineos(32).

Os receptores nucleares ativados por proliferadores de peroxissomos
(PPARSs) séo fatores de transcricao ativados por ligantes pertencentes a familia
de receptores nucleares hormonais, que regulam genes cruciais para
diferenciacao celular e uma variedade de processos metabdlicos, como glicose
e homeostase lipidica(33).

A familia dos PPARs consiste em trés diferentes isotipos: PPAR a ,
PPAR B/ & , e PPARYy, sendo que esses trés tém diferentes distribuicao
tecidual, atividade biolégica e afinidade por ligantes(33).

A estrutura dos receptores nucleares é altamente conservada (Figura 4)
e apresenta os seguintes dominios funcionais: A regido amino-terminal contém
um dominio de ativacdo independente do ligante, denominado funcédo de
ativacdo 1 (AF-1) (dominio— A/B), um dominio de ligacdo ao DNA (DBD -
dominio C) apresenta dois segmentos estruturais conhecidos como “dedos de
zinco, a qual sua estrutura tridimensional consiste de doze hélices alfa e quatro
folhas beta pregueadas que delineiam um bolso (pocket) de ligacdo hidrofobico,

em forma de Y, a regido de dobradica (hinge — dominio D) (34).

A regido carboxi-terminal ou Dominio de Ligacdo ao Ligante — LBD,
localizado na hélice 12 (H12), que reconhece ligantes, essa regido tem papel

em diversas fun¢gbes em sua maioria induzida por ligantes, como a fungéo de
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ativacao 2 (AF-2), dimerizacéo e interacdo com cofatores da transcricdo(34).

Além disso, alguns receptores nucleares apresentam o dominio F(35, 36).

Dominio de ligacao

Porgdo Dobradica Porcdo ao ligante
N- terminal T ’ C- terminal
2 c o] E [ F ]

AF-1 DBD LBD

DBD

Q Dominio de
> ligacdo ao DNA

Figura 4 - Estrutura geral de receptores nucleares, indicando a regido amino-terminal
(dominio A/B, em que se encontra o dominio fun¢do de ativagdo 1 ou AF-1, implicado na
transativacéo independente do ligante), dominio de ligacdo ao DNA (DBD, dominio C), regido
de dobradica (hinge, dominio D), regido carboxi-terminal ou dominio de ligacéo ao ligante (LBD,
dominio E), e dominio F. As setas indicam a representacéo da estrutura das regiées amino (N)
e carboxi-terminais (C), AF-1, DBD e LBD com ligante. Fonte: Glass, C.K et al, 2006. Adaptado

pela autora.

Os PPARs podem regular a transcricdo génica por meio de trés
mecanismos: a repressao independente do ligante, a ativagcao transcricional e

a transrepressao, sendo os dois ultimos mecanismos dependentes de ligantes.

Para a atividade transcricional, os PPARs precisam heterodimerizar com
o receptor X-retindide (RXR) (37). Assim, apds a ativacao, os heterodimeros
PPAR-RXR podem se ligar a sequéncias especificas de DNA chamadas
elementos responsivos especificos (PPRES), que por sua vez estimulam a

transcricado de genes-alvo(37, 38).

Enguanto ndo ocorre a ativacéo por ligante, o complexo PPAR-RXR fica
ligado ao PPRES em conjunto com complexo de proteinas co-repressoras,
assim impedindo a transcricdo génica(37). A ativacao na presenca de ligante
ocasiona uma mudanca conformacional, a H12 é estabilizada e fechada,

permitindo que ocorra a dissociagdo dos co-repressores e a associagdo com
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proteinas co-ativadoras o que recruta a maquinaria de transcricdo para o

promotor do gene-alvo, iniciando a transcricdo do gene desejado(37).

Na Transrepressao dependente do ligante, os PPARs podem suprimir a
expressdo de genes por diferentes mecanismos, como por exemplo, ligando-

se diretamente a outros fatores de transcricdo(39).

O PPARa ¢é altamente expresso no musculo, coragao, rim, figado e
intestino delgado e grosso, sendo um alvo de farmacos hipolipidémicos, fibrato,
implicados principalmente no catabolismo de acidos graxos e sua oxidacdo. O
PPARB/® é expresso no musculo esquelético, figado, rim, tecido adiposo e
intestino(38), e também participa da homeostase lipidica, regulacdo da
oxidacdo de acidos graxos, inflamacéo e equilibrio do colesterol e glicose no

sangue(38).

Atualmente o PPARy € um do isotipos mais estudados visto seu papel
no desenvolvimento de doencas como aterosclerose, obesidade, sindrome
metabdlica, dislipidemias, DM2 e céancer(33). O PPARy sao fatores de
transcricdo induziveis por ligantes envolvidos na regulacdo da expresséo de
genes, como: sensibilidade a glicose (IRS-1, IRS-2, GLUT-4 e PI3K), captacdo
e mobilizacdo de &cidos graxos (FAT/CD36, FABPs e LPL) e sintese de
triglicerideos (ACSL, GK e PEPCK). Além disso, o PPARYy induz a expressao
de proteinas mitocondriais, como CPT-1 e UCPs, que desempenham um papel

importante na regulacéo do metabolismo mitocondrial(33).

O PPARy tem duas isoformas em camundongos e quatro diferentes
isoformas em humanos. Os &cidos graxos insaturados e seus metabdlitos sao
os principais moduladores naturais do PPARy e, quando ativado por esses
ligantes naturais regula a adipogénese e a distribuicdo de gordura, 0s niveis de
adipocinas como a adiponectina, que envolvem a sensibilidade a insulina e o

metabolismo de lipidios e glicose(33).

Como ja citado anteriormente, as TZDs sdo agonistas totais do receptor
PPARYy, tanto a rosiglitazona quanto a pioglitazona apresentam alta afinidade
pelo receptor, embora ambas tenham como alvo a mesma isoforma de PPAR,
dados demonstram respostas variaveis entre estes agonistas sobre os

triglicerideos(40). A pioglitazona apesar da alta seletividade pelo PPARy
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também exerce atividade sobre o PPAR a, responsavel por regular genes-alvo
inflamatorios como, o fator nuclear do potencializador do gene do polipeptideo
leve kappa em inibidor de células B alfa (IkBa) e a molécula de adeséao celular
vascular solavel-1 (VCAM-1)(40).

Uma vez que o uso de agonistas totais do PPARy no tratamento do DM2
tem sido associado a varios efeitos adversos negativos, o desenvolvimento de
novos candidatos alternativos como ligantes do PPARy tem recebido muita

atencao nos ultimos anos.

Um potencial farmaco agonista parcial do PPARYy, sintetizado pela
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, 0 GQ-16 (5-(5-bromo-2-metoxi-
benzilideno)-3-(4- metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona)(41), € um candidato a
exercer o efeito benéfico de sensibilizacdo a insulina com menos efeitos

adversos (41).

Em células de pr6-mondcitos humanos U-937 cotransfectadas com o
vetor de expressdo do PPARYy (Figura 5A), demonstrou-se que a atividade
méaxima do GQ-16 no receptor foi de 50% quando comparada a atividade
exercida pela rosiglitazona, indicando assim ser um agonista parcial do receptor
PPARYy(41).

Quando testado em camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica,
surpreendentemente o GQ-16 foi capaz de exercer sua atividade no receptor
sem promover ganho ponderal (Figura 5B) e retencao hidrica (Figura 5C) como

€ observado com a rosiglitazona(41).
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Figura 5 - Propriedades GQ-16. Para: A — Transativacdo do gene reporter baseado em
PPARYy com rosiglitazona (rosi) e GQ-16; B — Altera¢cdo de peso promovido em camundongos
com dieta hiperlipidica (HFD) e tratamento com rosi ou GQ-16; C — Alteracdo no hematocrito
de camundongos em tratamento com rosi e GQ-16. Fonte: Amato, A. A. et al. 2012.

Esses achados podem ser explicados pela maneira com que o GQ-16

se liga ao receptor PPARY (Figura 6). Enquanto a rosiglitazona se liga de forma

perpendicular a hélice 3 (H3), e realiza contato direto com a Hélice 12 (H12)

através de uma ligacéo de hidrogénio com o residuo Tyr473, estabilizando esta

hélice, 0 GQ-16 ocupa uma direcéo paralela a hélice 3, e ndo realiza contato

direto com a H12(41).

%Serina 273

Figura 6 - Posicao e orientacdo do GQ-16 (cor roxa) e rosiglitazona (nas cores branco,
azul, amarelo e vermelho) na ligacdo a regido LBD. A rosiglitazona se liga perpendicular &
hélice 3, enquanto o GQ16 esta paralelo. Fonte: Amato, A. A. et al. 2012.
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Além disso, a ligacdo do GQ-16 ao LBD do PPARYy é mais eficiente em
estabilizar a H3, a porcao inferior da curva formada pelas hélices H11 e H12,
bem como as regides do folheto beta pregueado em que se localizam a serina
273, sugerindo que essa propriedade protege a serina 273 da fosforilagéo

(Figura 6) mediada pela CdK5, exercendo sua eficacia(41).

Quando observamos a estrutura quimica do GQ-16(Figura 7) comparado
as outras TZDs, percebemos na posic¢ao 5 o anel 5-bromo-2-metoxi-benzilideno
e na posicao 3, o anel 4- metil-benzil, sendo bem diferente das outras TZDs
gue apresentam na posicdo 5 um grupo benzila. Em comum, a estrutura
quimica das TZDs (Figura 7) é composta por anéis heterociclicos derivados do
anel tiazolidinico composto por cinco membros com grupos carbonila nas
posicoes 2 e 4. Esse anel é responsavel pela atividade anti-hiperglicEémica,
enquanto que o restante da molécula pode conter substituicbes variaveis as
posicbes 2, 3 e 5, 0 que traz alteracdo na estrutura e nas propriedades da
tiazolidinadionas(42).
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Figura 7 — Estrututa quimica do GQ-16, troglitazona, pioglitazona e rosiglitazona.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Os estudos com GQ-16 até o presente momento foram realizados
utilizando modelos in vitro e in vivo com animais mamiferos (camundongos).
Os modelos de estudo com animais mamiferos, séo caros, trabalhosos, e, mais
recentemente, tém reverberado grandes dilemas sociais e éticos(43). Esses
fatos tém estimulado o desenvolvimento de métodos alternativos de pesquisa,
como é o caso do modelo de peixe-zebra, tanto embrides quanto em peixes
adultos(43). A utilizacdo do peixe-zebra tem ganhado a atencédo de
pesquisadores por apresentar vantagens de custo, facilidade de manipulacéo,
alta similaridade com vias metabdlicas humanas, répida reproducdo e
desenvolvimento. Em especial, esse modelo é bastante utilizado para avaliar a
toxicidade de agentes agroquimicos em embrifes, no entanto, mais
recentemente seu uso para avaliacdo de toxicidade de compostos

farmacéuticos aumentou bastante(44).

Uma das grandes relevancias da realizacdo de estudos de agonistas
PPARYy na embriogénese, é sua utilizacdo para o tratamento de infertilidade em
mulheres com sindrome dos ovarios policisticos. Sabe-se a pioglitazona tem
risco C durante a gravidez (risco C: ndo foram realizados estudos em animais
e nem em mulheres gravidas; ou entéo, os estudos em animais revelaram risco,
mas nédo existem estudos disponiveis realizados em mulheres gravidas), dessa
forma, poucos estudos avaliaram o efeito da pioglitazona em embrides de

animais.

Nesse contexto, a literatura é escassa na avaliacdo de toxicidade de
agonistas dos receptores PPARy em embrides de mamiferos. Um estudo
realizado por Chan, L. Y., e Lau, T. K. 2006, com rosiglitazona observou que
nao houve nenhum efeito significativo quanto a morfologia e desenvolvimento
de embrides de rato em cultura in vitro mesmo em altas concentragdes. No

entanto os embrides foram expostos entre 9,5-11,5 dias de vida(45).

De encontro, mais recentemente, Moghadam F. et al. 2021, realizou um
estudo com embrides de camundongos objetivando verificar se a rosiglitazona
antagonizava o0s efeitos deletérios do lipopolissacarideo (LPS) no

desenvolvimento embrionario. O resultado mostrou que a rosiglitazona em
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doses baixas apresentava efeito protetor, porém em altas doses exercia efeitos

de atraso no desenvolvimento desses embrides(46).

Em relacéo a pioglitazona, em baixas concentracfes foi observado em
alguns estudos efeitos positivos, como melhora da maturacao de od4citos suinos
e melhora no desenvolvimento desses embrides principalmente por aumentar

o metabolismo lipidico e a defesa antioxidante nos odcitos (47).

Camundongos expostos ao peroxido de hidrogénio durante o periodo
embrionario apresentam importante diminuicdo do seu desenvolvimento.
Contudo, se esses animais for adicionado o uso de pioglitazona ocorrera
recuperacdo do desenvolvimento do embrido, diminuindo também
significativamente os niveis de espécies reativas do oxigénio, principalmente

por aumentar a expressao de fator nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2)(48).

Outro estudo, com embrides de rato mostrou que a pioglitazona nao
afetou adversamente o desenvolvimento de embrides murinos cultivados, mas
a ciglitazona diminuiu significativamente a producgéo de do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF)(49)

Dados de embriotoxicologia foram encontrados apenas nas informacoes
prestadas pelo préprio fabricante indicando os seguintes achados: pioglitazona
ndo foi teratogénica em ratos para doses orais até 80 mg ou em coelhos
recebendo até 160 mg/kg durante a organogénese (aproximadamente 17 e 40
vezes a dose oral maxima em mg/m? recomendada para humanos,
respectivamente). Parto demorado e embriotoxicidade foram observados em
ratos em doses orais > 40 mg/kg/dia (aproximadamente 10 vezes a dose oral
maxima em mg/m2 recomendada para humanos). Nenhuma toxicidade
funcional ou comportamental foi observada na prole de ratos. Embriotoxicidade
foi observada em coelhos para uma dose oral de 160 mg/kg (aproximadamente
40 vezes a dose oral maxima em mg/m2 recomendada para humanos). Atraso
de desenvolvimento pds-natal atribuido ao decréscimo de peso corporal foi
observado na prole de ratos para doses orais > 10 mg/kg durante os periodos
de final da gestacéo e lactagéo (aproximadamente 2 vezes a dose oral maxima

em mg/m? recomendada para humanos (50).
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Diante disso, tendo em vista que os modelos de embriogénese com
mamiferos sdo arduos, e um novo modelo animal, utilizando embrides de peixe-
zebra tem sido utilizado para triagens toxicoldgicas, é importante considera-lo
para testagem de novos agonistas PPARYy.

1.3 O MODELO EXPERIMENTAL COM PEIXE-ZEBRA (Danio rerio)

O peixe-zebra (Danio rerio) foi usado pela primeira vez para pesquisa na
década de 1960, no entanto, somente vinte anos depois quando George
Streisinge demonstrou a facilidade e o alto rendimento das manipulacdes

genéticas no peixe-zebra ganhou maior atengédo(51).

Esse peixe é vertebrado (Figura 8) sendo uma espécie de agua doce
nativa do sul da Asia(44). Também esta amplamente distribuida na india,
Bangladesh e planicie do Nepal. Pertence a Cyprinidae que inclui o danios e
farpas. Os adultos séo dimoérficos, e a diferenciagdo entre machos e fémeas se
da por caracteristicas sutis como: as fémeas séo ligeiramente maiores, mais
prateadas e com barriga arredondada, enquanto os machos sao mais

dindmicos, coloridos e mais magros(52).

Figura 8 — Peixe-zebra adulto(53).

O tamanho pequeno desses peixes (cerca de 3 cm), permite que muitos
animais possam ser acondicionados em espacos pequenos. Nao sendo
necessarios grandes alojamentos como ocorre para acomodar animais
mamiferos. Os requisitos para manutencdo desses animais séo relativamente
simples, dependentes de wuma instalagdo de sistema aquatico

automatizado(51).

Um casal de peixe-zebra pode colocar aproximadamente 200 ovos

(embrides)(52). Os embrides em desenvolvimento inicial séo transparentes e
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se desenvolvem externamente, facilitando observacdes de movimentos
celulares, desenvolvimento de 6rgéos e funcdo do 6rgéo, o que € atraente para
a pesquisa, j que € possivel realizar os testes nos primeiros estagios de vida

desses animais.

Resumidamente o desenvolvimento embriolégico desses animais se da
da seguinte forma (Figura 9): Apoés a fertilizacdo, o embrido do peixe-zebra
passa por uma série de clivagens répidas. Na temperatura de 28,5°C
(temperatura padréo para a manutencao do peixe-zebra), a primeira clivagem
ocorre 45 minutos apos a sua fertilizacdo. Subsequentemente oito clivagens

ocorrem em intervalos regulares de 20-30 minutos(52).

O[O]

2 somitos

Figura 9: Fases do desenvolvimento embrionéario do peixe-zebra. Fase de zigoto (1,2);
Embrides durante a fase de clivagem (3-8); Periodo de blastula (9-14); Gastrulagdo (15-26);
Neurulacdo (27-41); Periodo de faringula (42-50). Adaptado de Kimmel et al, 1995.
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Apo6s a nona clivagem, o ciclo celular comeca a se alongar e as divisdes
celulares tornam-se assincronas. Isso marca o inicio da transicdo da blastula
média por volta de 3 horas poés-fertilizagdo (hpf), nesse periodo comeca a
ativacao de transcricdo zigGtica. Todos 0S processos que ocorrem até este

ponto séo regulados por fatores maternos depositados no ovo(52).

A gastrulacdo, o processo pelo qual as trés camadas germinativas
(endoderma, mesoderma e ectoderma) ocupam suas posi¢cdes finais no

embrido, comeca apos cerca de 5,5 hpf e esta completo a 10 hpf(52).

Durante o periodo entre 10 e 24 hpf, os érgaos internos comegam a se
formar e marcos morfolégicos que visualizam as estruturas adultas tornam-se
detectaveis, assim, adquirem uma aparéncia de “peixe” apds apenas 24h de
desenvolvimento. Nos dias consecutivos, 0 embrido continua a crescer e 0s
orgdos internos completam seu desenvolvimento. Os embrides eclodem de
seus coérios entre o terceiro e quarto dia, a partir dai jA comecam a se alimentar.
Além disso, as vias neuronais e endocrinas responsaveis pela regulacao da

homeostase também sao desenvolvidos no inicio da vida(54).

E observavel que na Gltima década tem crescido a utilizacéo do peixe-
zebra, como um excelente modelo para estudar doencas humanas, essas
vantagens como desenvolvimento rapido e curto periodo de vida, contribuem
bastante para os estudos. A investigacdo de eventos genéticos raros e,
experimentos que requerem um alto nimero experimental, sdo facilmente
atingidos, vislumbrando a abundante geracdo de ovos nos cruzamentos desses

peixes.(54).

Além do mais, informacdes sobre o genoma estdo amplamente
disponiveis. O peixe-zebra é um modelo promissor para a pesquisa de
distrbios metabdlicos, uma vez que as vias do metabolismo séo conservadas
entre mamiferos e o peixe-zebra, ou seja, possui 0S 0rgaos essenciais para a
compreensao da obesidade e do metabolismo lipidico, incluindo os do trato
digestivo, tecido adiposo branco, figado e masculos esqueléticos, apresenta
vias bioguimicas conservadas, incluindo aquelas envolvidas na homeostase
energética (55), controle do apetite(54), glicose(56), triglicerideos e
metabolismo do colesterol, bem como funcgéo e regulagéo dos adipocitos(57).
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O peixe-zebra possui um Unico gene ortélogo (PPARY), no cromossomo
11, que exibe 67% de semelhanca geral com o gene PPARy humano,
codificador da proteina PPARy, sendo que os dominios LBD (dominio de
ligacdo ao ligante) e DBD (dominio de ligacdo ao DNA) do PPARy mostram
uma conservacao especialmente elevada em comparacdo com os humanos
(80,5 e 94,3% dos aminoacidos sao idénticos em LBD e DBD,

respectivamente)(58)

Essas caracteristicas tornaram o peixe-zebra um modelo viavel para
comorbidades relacionadas a obesidade envolvendo alteracées metabdlicas,
como diabetes, sindrome metabdlica, hiperglicemia, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, esteatose hepatica, acidente vascular cerebral e doencas

cardiacas(54).

De modo versatil, o peixe-zebra vem sendo incorporado em diversas
areas, desde ecotoxicologia (ha qual ja se encontra consolidado) ao uso como

meétodo de triagem pré-clinica de potenciais farmacos.

Na ecotoxicologia, por exemplo, para além da pesquisa, o modelo ja é
utilizado para a avaliacdo de qualidade da agua. Em 2007, a Alemanha
introduziu o teste com embrifes de peixe-zebra como um ensaio padronizado
ISO (1SO15088:2007) para avaliacdo da qualidade da agua e determinacédo da
toxicidade aguda de residuos na agua, substituindo o teste de qualidade da

agua com peixes adultos(59).

Ja em relacdo ao uso do modelo como triagem pré-clinica, seu uso €
relativamente recente. O peixe-zebra oferece, além das vantagens das
caracteristicas morfolégicas facilmente visualizaveis, a vantagem de ser
realizada em um organismo vertebrado com fisiologia e metabolismo
conservados em relagcdo aos mamiferos, em contraste com outros testes, como

cultura de embrides e culturas de células embrionarias(60).

Em comparacdo, os estudos com embrides de camundongos sao
dispendiosos, e exigem multiplicidade de técnicas associadas para sua
realizacdo, a exemplo, é necessario induzir no camundongo fémea uma
superovulacdo com inducdo hormonal previamente ao acasalamento. Apés

esse procedimento, os camundongos fémeas sao sacrificados para que haja a
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remocao dos ovulos fecundados, além disso € necessario, um grande numero

de embrides para a realizacéo dos testes(46).

Embora os estudos em células cultivadas sejam uma via muito
importante e produtiva para obter a compreensdo dos mecanismos toxicos, 0S
sistemas in vitro sdo limitados pela disponibilidade de linhagens celulares
apropriadas, além do mais as condicfes in vitro nem sempre refletem o

ambiente de interagdes dentro de um organismo completo.

Assim, as vantagens de utilizar um animal inteiro como foco para triagem
pré-clinica é extremamente interessante para a descoberta de farmacos e
estudos toxicoldgicos, nas quais as complexidades das interacdes célula-célula
e sinalizacdo enddcrina sdo desafiadoras, logo, a abordagem com o organismo

por completo pode fornecer um cenario mais abrangente(60).

Nesse contexto, € digno de nota, que ja existe um protocolo validado
para testagem de toxicidade aguda em embrides de peixe-zebra (OECD
n°236(61)), utilizado para identificar toxicidade de substancias nanoparticulas,
monitoramento ambiental, como pesticidas, etanol e produtos farmacéuticos.
Além disso, esta sendo visado como um potencial substituto de estudos
embrionarios com animais mamiferos para fins regulatérios de produtos

farmacéuticos(62).

O modelo de peixe-zebra apresenta um desempenho que pode ser
comparavel aos modelos com mamiferos em ensaios de toxicidade de
desenvolvimento(63). Em revisdo realizado por Sipes et al. 2011, a
concordancia entre modelos de peixes-zebra e mamiferos na avaliacdo de
produtos quimicos para toxicidade no desenvolvimento embrionario € de 55%
a 100%(64-66). Essa concordancia percentual sugere que o modelo do peixe-
zebra estd possivelmente no mesmo nivel de modelos com mamiferos,

apoiando a sua utilidade para a pesquisa de toxicologia(60).

Outros autores se propuseram a testar farmacos com toxicidade ja
conhecida em seres humanos(67). Um estudo com a varfarina em embrides de
peixe-zebra, identificou pela primeira vez o0 mesmo padréao de efeitos adversos
na embriopatia humana induzida por varfarina, como deformidade no

esqueleto, hemorragias e morte(68).
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A cardiotoxicidade é uma area de pesquisa do peixe-zebra, que atrai
muita atencdo, sendo um campo altamente relevante de avaliacdo de
toxicidade, ja que os candidatos a medicamentos frequentemente apresentam

efeitos cardiacos adversos que s sédo descobertos tardiamente.

Uma das causas lideres de retirada de medicamentos do mercado sao
os efeitos adversos cardiovasculares (62). Essa remocdo do mercado €
extremamente onerosa, visto que atualmente o custo para se comercializar um
medicamento novo gira em torno de um bilhdo de doblares por
medicamento(69). Dos farmacos que atingem a fase 1 de pesquisa clinica,
cerca de 10% evoluem para a aprovacao pelo FDA nos EUA(70). Diante disso,
lancar mdo de modelos capazes de predizer toxicidade com custo inferior é
extremamente vantajoso na triagem dos potenciais farmacos, visto que podera

impactar numa melhor selecdo para as subsequentes fases de teste.

Zakaria et. al 2018, realizou uma extensa revisdo sobre farmacos com
atividade cardiotdxica utilizados na terapéutica(71). Medicamentos como a
aspirina, cloridrato de clomipramina, ciclofosfamina, nimodipina, quinidina,
terfenadina, verapamil, 5-fluouracil, entre outros, administrados por imerséo ou
microinjecdo no saco vitelino, descrevendo achados no peixe-zebra como
edema pericéardio, distarbios circulatérios entre outros parametros(71) similares

a efeitos adversos em seres humanos.

Como ja mencionado anteriormente, os estudos sobre agonistas dos
receptores PPARYy e toxicidade séo escassos na literatura, e 0 mesmo se reflete
guanto a testagem desses agonistas em embrides de peixe-zebra. Um estudo
com fosfato de trifenila, um potente agonista PPARYy, reportou edema pericardio
nos embrides expostos(72). Outro estudo, que utilizou pioglitazona como
controle de um agonista parcial de PPARy também encontrou anormalidades
no desenvolvimento embrionario, como edema pericardio(73). N&o foi
encontrado nenhum estudo que utilizou a rosiglitazona para o teste agudo de
toxicidade em embrides, sendo esta amplamente utilizada para estudos de

adipogénese em peixes-adultos em concentragdes baixas(74, 75).

A maioria dos ensaios usando peixe-zebra depende até agora de

parametros morfologicos, o que fornece pouca discriminacéo entre substancias
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testadas. A analise de expresséo génica aplicada para toxicogenémica € uma
estratégia para analisar efeitos moleculares que nem sempre ficam evidentes

em analises morfologicas.

A exemplo disso, um estudo realizou a analise de expressao génica com
uso da técnica de microarranjo e observou que diversos produtos quimicos
alteraram a expressao génica sem demonstrar qualquer alteragdo morfolégica
em embribes de peixe-zebra expostos previamente(76). A técnica de
microarranjo possibilita a avaliacdo simultanea da expressédo de milhares de
genes, desse modo, estudos com essa técnica aplicados ao peixe-zebra

renderam perfis toxicogendmicos robustos(76) .

Ha poucos estudos na literatura com pioglitazona no desenvolvimento
embrionario. Efeitos toxicos potenciais no estagio inicial da embriogénese

foram pouco avaliados, sendo um dado importante.

Como ja citado anteriormente estudos com embrides mamiferos séo
complexos e dificeis de manusear o que pode explicar a pouca quantidade de
estudos disponiveis. Esses estudos foram realizados em culturas de embrides
extraidos, uma das vantagens da realizacdo nos embrides de peixe-zebra que
tem seu desenvolvimento extracorpéreo sendo entdo seu ambiente natural de

desenvolvimento.

Além disso, novas TZD podem futuramente serem candidatas ao
tratamento da infertilidade pela sindrome de ovarios policisticos, sendo assim
a avaliacdo do perfil toxicologico em modelos de embrides de peixe-zebra é
valioso para conduzir pesquisas mais aprofundadas e garantir uma maior

seguranca para a sua utilizacao.

Diante do exposto, considerando que as TZDs podem trazer beneficio
terapéutico em algumas gestantes, que os estudos de embriotoxicologia da
rosiglitazona e pioglitazona em roedores ainda sao escassos e, praticamente
inexistentes em animais como o0 peixe zebra, que até 0 momento nao existem
estudo dos efeitos toxicos do GQ-16, € de grande relevancia compara-lo com
efeitos embriotoxicos da pioglitazona e rosiglitazona por meio do teste de

toxicidade aguda em peixes-zebra (FET).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo foi analisar a toxicidade do GQ-16, um agonista parcial de
PPARyY em comparacdo com rosiglitazona e pioglitazona, agonistas totais de

PPARYy, utilizando embrides de peixe-zebra como modelo animal.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar o teste de embriotoxicidade (FET) em peixes zebra com o GQ-
16, em comparacao com rosiglitazona e pioglitazona.

Avaliar os critérios de letalidade e alteragbes morfolégicas no

desenvolvimento embrionario conforme o protocolo da OECD n° 236.
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3. METODOS

3.1 PROTOCOLO DE PESQUISA.

O presente projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biologia da Universidade de
Brasilia — UnB, na 1552 reunido ordinaria, realizada em 08/06/2021, sob o
protocolo SEI n° 23106.052946/2021-10 (Anexo 1), seguindo os preceitos da
Lein®11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal — CONCEA.

3.2 TESTE DE EMBRIOTOXICIDADE AGUDA EM PEIXES-ZEBRA
(FET).

O teste de embriotoxicidade destina-se a determinar a toxicidade aguda
de substancias quimicas nos estagios de desenvolvimento embrionario do
peixe-zebra. Para isso a OECD (Organisation for Economic Cooperation and
Development) desenvolveu o protocolo n® 236(61), sendo um protocolo
validado, considerado padrdo ouro com o objetivo de padronizar os testes
realizados nos embrides de peixe-zebra, aplicados com sucesso para uma
ampla gama de substancias com diferentes modos de acéo, solubilidade,

volatilidade e hidrofobicidade.

Dessa forma, foi utilizado este protocolo como base e conforme a
necessidade, adaptacdes para a realizacdo dos experimentos foram
executadas. O principio do teste consiste em expor pelo periodo maximo de
96h, embrides recém fecundados, com substancias de interesse em diferentes
concentracfes de modo que a cada 24h sejam realizadas avaliacbes quanto
aos critérios de letalidade. No final do periodo de exposicao, a toxicidade aguda
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€ determinada com base nos resultados podendo ser calculada a concentracao
letal de 50% (CL50).

3.2.1 Materiais e reagentes do FET.

Os embrides de peixe-zebra foram concedidos do cultivo aquatico do
laboratério de Genética Toxicoldgica (G-Tox/UnB, Brasilia).

O GQ-16 foi cedido pela prof. Angélica Amato (Oriundo do Prof.lvan da
Rocha Pitta, Universidade Federal de Pernambuco, com a sintese do GQ-16,
previamente descrita(77). A pioglitazona e a Rosiglitazona foram obtidas da

Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI).

3.2.2 Sistema aquatico e reproducédo de peixes-zebra.

O sistema aquatico de cultivo do Laboratorio de Genética Toxicologica
(G-Tox/UnB, Brasilia) € um sistema recirculante de agua, abastecido com agua
filtrada por carvao ativado e aerada para eliminacao de cloro. As caracteristicas
fisicas e quimicas do sistema sdo mantidas em: pH 7,2 - 7,6; dureza 6,7° dH;
temperatura de 26 + 1 °C; condutividade 468 uS.

A sala do cultivo possui um dispositivo de fotoperiodo regulado para
passar 12 h de luz e 12 h de escuro. Os peixes sao alimentados de duas a trés
vezes ao dia com a ragcédo comercial (SERAVipan®©; Tetramin®©) e alimentacdo

viva (nauplios de Artemia salina).

A reproducéo dos peixes é realizada sempre no dia antecedente a coleta
de embriGes para realizacdo de testes. Os cruzamentos foram realizados com
peixes de idade aproximadamente de seis meses, em caixas de reproducao

acrilica (Figura 10), que consistem em duas partes que se separam, sendo a



51

inferior a caixa comum e a superior em formato decrescente de profundidade

com brechas tipo peneira para permitir a passagem dos embrides.

Figura 10 — Representacéo da caixa utilizada para o cruzamento e coleta de
embrides. Fonte: https://www.tecniplast.it/uk/product/17I-sloping-breeding-tank.html

A selecdo de peixes fémeas e machos ocorreu na propor¢do de 2
fémeas para 6 machos, totalizando 8 animais por caixa de cruzamento. A
identificacdo do sexo dos peixes foi realizada com auxilio da responséavel
técnica do laboratério, visto que esses peixes sdo muito similares. A
diferenciacdo entre machos e fémeas se da principalmente pelo tamanho do

ventre, sendo as fémeas mais robustas que os machos (Figura 11).

Maior niumero de
listras e contraste
Macho amarelo/marrom.

Coloracao mais escura.

Superficie ventral

plana e esbelta ?/”,,%ﬁfr‘,,_

(barriga).

Corpo maior
do que os
machos.

Superficie ventral :
redonda (barriga). B e

Figura 11 — (A) Peixe-zebra macho e (B) peixe-zebra fémea. Caracteristicas do peixe-
zebra macho: coloracado corporal mais escura do que as fémeas, maior nimero de listras de
contraste amarelo/marrom, barriga plana e esbelta na superficie ventral, coloracdo amarela
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escura na parte inferior das barbatanas. Caracteristicas do peixe-zebra fémea: coloracéo
corporal mais clara que os machos, corpo maior que os machos, em média barriga redonda na
superficie ventral. Fonte: Avdesh, A. Et al. 2012. Adaptado pela autora.

No dia seguinte ao cruzamento, as luzes sdo acesas e 0S peixes
devolvidos ao sistema aquéatico em tanques identificados com etiqueta
sinalizando que passaram pelo processo de reproducéo afim de evitar que
novamente sejam selecionados na mesma semana visto que o procedimento
pode gerar estresse nos peixes. Por conseguinte, os embrides sao removidos
das caixas acrilicas com auxilio de uma peneira e lavado por trés vezes com
agua proveniente do sistema de cultivo e acondicionados em placa de Petri

grande para a realizacéo da selecédo dos embrides.

3.2.3 Selecao de embrides.

A selecdo dos embrides consiste em separar aqueles que sao
considerados aptos para o teste, ou seja, estdo fecundados e no mesmo
estagio de desenvolvimento, dos que ndo foram fecundados ou estédo

coagulados (mortos) para serem descartados.

Os embrides de peixe-zebra sédo translicidos o que facilita a sua
visualizacdo. O tamanho varia de 0,7-1 mm de didmetro, s&o visiveis a olho nu,

no entanto é necessario a utilizacdo de uma lupa para enxergar o seu interior.

Assim, como o auxilio da lupa, os embrides em estagio de blastula (3-
3,5 horas apds a fertilizacdo) foram separados gentiimente com a pipeta
Pasteur em vidros de relégio a fim de garantir a sincronizacdo do
desenvolvimento no inicio da exposicdo com a quantidade suficiente para a
realizacdo de cada procedimento proposto. A figura 12 resume 0 esquema da
selecéo dos embribes para a realizacao do teste agudo de embriotoxicidade.
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Figura 12 - Esquema do procedimento de teste de toxicidade aguda em embrido de
peixe-zebra (da esquerda para a direita): producéo de ovos, coleta dos ovos, pré-exposi¢ao
imediatamente apés fertilizacdo em vasos de vidro, selecdo de ovos fertilizados com
microscépio invertido ou binocular e distribuicdo de ovos fertilizados em placas de 24 pocos
preparadas com o respectivas concentragbes de teste/controles, n = numero de ovos
necessarios por concentracao de teste/controle (aqui 20), hpf = horas pés-fertilizacdo. Fonte:
OECD 236(19). Adaptado pela autora.

3.2.4 Exposicao as TZDs e distribuicdo em placas de 96 pocos.

Para realizacdo dos experimentos, previamente as TZDs (GQ-16,
pioglitazona e rosiglitazona) foram pesadas e aliquotadas, sendo que a diluicdo

SO ocorria no exato momento da exposicao.

Para facilitar a solubilizacéo, o DMSO era pré-aquecido em banho-maria
a 37 °C constituindo a solucdo mée. Logo em seguida, era pipetada em tubos
falcon com &4gua do sistema para obtencéo das concentracdes: 1,562 uM; 3,125
MM; 6,25 uM; 12,5uM; 25 uM; 50 uM e 100 uM.

A concentragao final de DMSO foi de 1%, tendo em vista a dificuldade
de solubilizacdo das TZDs apenas em agua ja que possuem perfil hidrofébico.
Para garantir a concentragéo e solubilidade, os embrides foram transferidos

para novas placas com solugéo preparada no dia a cada 24h.

Logo apoés a selecdo dos embrides viaveis, esses foram separados em

vidros de reldégio com a quantidade necesséaria para o preenchimento dos
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grupos nas placas. Para que nao houvesse diferenca de tempo de exposicao,
visto que o procedimento de pipetagem das placas é moroso, 0s ovos foram
expostos no proprio vidro de relégio, antes da sua distribuicdo nos pogos. Com
essa finalidade, realiza-se a remoc¢éo de agua rapidamente com a substituicdo
de prontiddo por um pouco da solugcéo preparada conforme as concentracées

selecionadas.

Os pocos foram pipetados com 200 pL de solucdo conforme a
distribuicdo (Figura 13). Os embrides foram distribuidos em placas de 96 pocos

da seguinte maneira (Figura 13):

o 20 embrides para cada concentracao de teste;

o 20 embrides para o controle do solvente;

o 20 embrides para o controle negativo (diluicdo na agua);

o 12 embrides para o controle interno da placa (6 por placa).

Esse procedimento foi realizado em triplicata, assim sendo, o numero
total utilizado foi de 60 embrides para cada concentracdo (sendo sete
concentragdes acrescido de um grupo solvente e um grupo controle negativo)

e 36 embrides para controle interno, totalizando 576 ovos para cada TZD.

O controle interno da placa faz parte do protocolo da OECD n° 236, é
composto por pocos cheios de agua do sistema com embrifes, nas placas a
serem utilizadas.

O objetivo desse controle ¢é identificar uma potencial fonte de
contaminacao das placas por residuos provenientes da prépria fabricacdo do
material ou, outro tipo de contaminagdo gerada pelo proprio pesquisador
durante o procedimento ocasionando algum efeito na placa a ser analisada.

Esse efeito pode influenciar o resultado do teste, por isso € imprescindivel

descartar o teste caso haja mortalidade do controle interno da placa.
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@ concentracdo 2 (3,12 uM) @ Concentragdo 7 (100 uM)
Concentracdo 3 (6,25 uM)
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Figura 13 — llustragéo da distribuicdo de concentragdes das TZD'’s utilizadas. C1 (1,56uM), C2
(3,12 uM), C3 (6,25 uM), C4 (12,5 uM), C5 (25uM), C6 (50uM), C7 (100uM), CS (controle solvente -
DMSO 1%), CN (controle negativo - agua), CP (controle da placa — agua). Fonte: Elaborado pela autora.

3.2.5 Critérios de validacéo do FET.

Os testes eram considerados validos se correspondesse aos seguintes

critérios abaixo, presentes na OECD n° 236(61):

a) A taxa geral de fertilizacdo de todos os ovos coletados deveria ser =
70% no lote testado.

b) A temperatura da 4gua deveria ser mantida em 26 + 1 °C nas camaras

de germinacao com fotoperiodo durante o teste.

c) A sobrevivéncia dos embrides no controle negativo (diluicdo-agua)

deveria ser =2 90% até o final das 96 horas de exposigao.

d) A taxa de eclosdo no controle negativo deveria ser =2 80% no final de

96 horas de exposicao.
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Caso néo houvesse o seguimento dos critérios acima o experimento era
descartado e realizava-se um novo cruzamento para a realizacdo de um novo

experimento.

3.2.6 Critérios de avaliacdo de letalidade e anormalidades do

desenvolvimento embrionario.

As avaliacbes dos embrides/larvas foram realizadas a cada 24h até que
se completasse as 96h finais, utilizando um microscopio invertido da marca
Zeiss e realizando o registro das observacoes em planilha padronizada pelo

laboratério G-Tox/UnB.

Cada placa foi posicionada adequadamente no microscépio para a
visualizacdo de um embrido por vez em cada po¢o. Assim, um a um, 0S
embrides eram avaliados quanto a morte (letalidade) e alteracbes no seu

desenvolvimento embrionério.

Para a avaliacdo da letalidade utilizou-se os critérios propostos pela
OECD n° 236(61) (Figura 14), observando a cada 24h um dos seguintes
critérios: coagulacao; falta da formacdo de somitos; auséncia de separacdo

entre o pedunculo caudal e o saco vitelino; auséncia de batimentos cardiacos.

Jé para as anormalidades do desenvolvimento embrionéario (Figura 14),
observou-se as seguintes altera¢cdes: pigmentacao, formacao do otdlito, edema
pericardio, edema de saco vitelino, diminui¢do do fluxo sanguineo, auséncia de
formacdo do Intestino, deformidade da curvatura da cauda, nanismo, postura
anormal, microfitalmia, perda do equilibrio, auséncia de inflagdo de bexiga

natatoria, atraso generalizado no desenvolvimento.
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Figura 14 - Letalidade e malformagfes: (a) coagulacdo de ovos fertilizados, (b)
auséncia de separacdo entre o pedunculo caudal e o saco vitelino, *auséncia de olhos, (c)
edema de saco vitelino (d) a falta de formacéo de somito, *edema pericardio, (e) Auséncia de
batimentos cardiacos, escoliose da coluna. Fonte: OECD 236. Adaptado pela autora.

3.2.7 Eutanasia e armazenamento das amostras.

Para a realizacdo da eutanasia das larvas de peixes sobreviventes,
optou-se pelo método de resfriamento rapido ja que o uso de farmacos
anestésicos poderia introduzir vieses no experimento, assim, apés as 96 h de
exposicdo aos farmacos, as larvas foram acondicionadas em eppendorf,
formando grupos/pool de 10 larvas, sendo imergidas em banho de gelo-agua,

0 - 4°C por aproximadamente 10 minutos.

Logo apds, houve a remocdo da agua seguido da realizagdo do
congelamento rapido em nitrogénio liquido. Adiante as amostras foram

armazenadas em freezer -80°C para 0s experimentos gendémicos.

Os embrides/larvas que morreram antes do final do teste FET foram
acondicionados em saco branco, identificados com a etiqueta de carcacas e
descartados de acordo com o "Manual de orientacdo para descarte de residuos
biologicos dentro da Universidade de Brasilia".
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Os procedimentos seguiram as normas para experimentacao
estabelecidas na Lei Arouca (n° 11.794, de 8 de outubro de 2008).

3.2.8 Andlise do resultado do teste FET

Para céalculo da letalidade - CL50 realizou-se uma regressao nao linear
com as médias das trés placas do experimento, bem como seu erro padréo da
média (EPM).

Os graficos que apresentam a porcentagem de mortalidade nos
embries de peixe-zebra, consideram o numero total de eventos divididos pelo
namero total de embrides por grupo (60 por grupo) multiplicados por 100. Dessa

forma, ndo apresentam barra de erro padrdo da média.

Os gréficos que apresentam a porcentagem de alteracbes morfoldgicas
nos embrides de peixe-zebra, consideram o namero total de eventos divididos
pelo numero total de embrides vivos em cada grupo multiplicados por 100.

Logo, ndo apresentam barra de erro padrao da média.

A andlise estatistica para alteracbes morfolégicas mais frequentes
(edema pericéardio e deformidade da cauda), bem como a comparacgao entre o
GQ-16, pioglitazona e rosiglitazona foram realizadas utilizando a anélise de
variancia (ANOVA) seguido do pés-teste para multiplas comparacdes (Tukey)

considerando o valor de p < 0,05 como estatisticamente significante.

3.3 ENSAIOS DE ANALISES GENOMICAS (RT-PCR)

O ensaio de RT-PCR (reacéo em cadeia da polimerase em tempo real)
foi realizado para confirmar se houve acdo farmacoldgica dos agonistas do
PPARYy avaliando o aumento da expressdo génica do PPARy e também do
gene FABP4 (proteina de ligac&o a acidos graxos tipo 4), o qual pode aumentar

com o uso de tiazolidinadionas.
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3.3.1 Materiais e reagentes para analises gendmicas - RT-qPCR

O material genético utilizado foi proveniente das larvas sobreviventes do
teste FET das concentragbes 25uM e 100uM. A extragdo do RNA total foi
realizada com o reagente TRIzol® com o Kit PureLink RNA Mini Kit ambion by
life technologies n° 12183018A Invitrogen™ de acordo com as instru¢des do
fabricante. A concentracdo dos RNA'’s foi mensurada em NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). Para a
transcricdo reversa utilizou-se o kit SuperScript Ill (Invitrogen Technologies,
Carlsbad, CA, EUA). Os primers para os genes alvos foram retirados de artigos
da literatura e sintetizados pela Integrated DNA Technologies (IDT, USA)
(Tabela 1).

Quadro 1 - Descri¢do dos primers selecionados. Caodico ZFIN, codigo NM, gene alvo, sequéncia forward e

reverse. Fonte: Elaborado pela autora.

GENE _ — . —
Codigo ZFIN NM Gene alvo Oligo sequéncia forward Oligo sequéncia reverse
ZDB-GENE-

040912-132 NM_001004682.1 FABP4 TCAGAGCACCTTCAAAACCA ACAAGTTTGCCGTTCTCGAT
ZDB-GENE-

030115-1 NM_001115114 GAPDH CGACTCCACCCATGGAAAGT TAATGTTGGCTGGGTCCCTC
ZDB-GENE-
990415-213 NM_131467.1 PPARy TACGAGAACAACCCAACA GTATCTGCTGTGCTCTGTA

As reacdes de PCR foram realizadas em triplicata no termociclador
automatico StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) utilizando o reagente Power SYBR Green PCR Master Mix

(Applied Biosystems) para deteccéo dos produtos amplificados.

3.3.2 Extracao de RNA total.

A extracdo do RNA total das larvas foi realizada com o reagente TRIzol®
(Invitrogen) com o Kit PureLink RNA Mini Kit ambion by life technologies n°®
12183018A Invitrogen™, seguindo as recomendacdes do fabricante.
Previamente ao processo, 0s eppendorf com as amostras eram imergidos no

nitrogénio liquido e entdo maceradas com auxilio de um pellet pestle.
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Apo6s a adicao do trizol, acrescia-se cloroformio e centrifugava-se por
alguns minutos. Ocorria entdo a separacao de fases, na qual a parte aquosa
(fase superior — contém RNA) era transferida para um novo tudo identificado.
Acrescentava-se etanol 70% para entdao ser transferido para as colunas de

extracdo, centrifugado e lavado com os tampdes do kit conforme manual.

Ap0s o término do processo, O RNA foi eluido com 30uL de agua RNAse
free, centrifugado novamente e estocado no freezer -80 °C.

3.3.3 Quantificacao e pureza do RNA total

A guantificacdo e o grau de pureza das amostras de RNA total foram
determinados por espectrofotometria, utilizando-se o aparelho NanoDrop ND-
1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA).

As amostras foram pipetadas no volume de 1 uL de RNA total e
transferido para o espectrofotometro. A quantificacdo foi realizada no
comprimento de onda de 260 nm e expressa em pug/uL. O grau de
contaminacdo por proteinas foi verificado por meio da razdo entre 0s
comprimentos de onda 260 nm e 280 nm. Razdes entre 1,8 e 2,0 foram

consideradas adequadas.

3.3.3 Transcricdo reversa e amplificacdo por PCR.

A primeira etapa consistiu na transformagédo de 1 ug de RNA total em
cDNA (DNA complementar) utilizando iniciadores randdémicos (random primers)
e a transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen Technologies, Carlsbad,
CA, EUA). Apoés os devidos calculos de volume a ser pipetado, foi preparado

as reacoes seguindo as recomendacdes do fabricante.

Os cDNAs obtidos foram estocados a -20°C até as analises serem
realizadas. O gene Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi

utilizado como enddgenos para normalizar a expressao dos genes alvo.
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As reacdes de PCR foram realizadas em triplicata no termociclador
automatico StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) utilizando o reagente Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) para deteccéo dos produtos amplificados.

3.3.4 VALIDACAO DOS PRIMERS.

3.3.4.1 Curva de eficiéncia relativa dos primers.

Utilizou-se a curva padrdo, ou seja, curva de diluicdo seriada para
determinar se as reacBes de amplificacdo dos genes alvos e do controle

apresentavam a mesma eficiéncia.

Partindo de uma amostra contendo 10 ng/uL de RNA, se diluiu
sequencialmente (fator de diluicdo 5). A amplificacéo foi realizada em duplicata
e os valores de CT (cycle threshold) obtidos para cada amostra. O RNA para
os controles positivos foi extraido de larvas com cinco dias de vida (GAPDH,
PPARy) e da cabeca de fémea adulta de peixe-zebra (FABP4). A curva
standard foi gerada pelo programa StepOne software v.2.3.

3.3.4.2 Curva de dissociacao dos primers

As curvas de dissociacao dos produtos amplificados, também chamadas
de curvas melting, sdo geradas pelo programa StepOne software v.2.3. e
possuem a finalidade de avaliar se houve formacédo de dimeros ou produtos

nao-especificos que poderiam gerar interferéncias no processo de PCR.

As condic¢des para a geracao das curvas melt ocorrem apos a ciclagem
de amplificacéo, aumentando se a temperatura para 95°C por 15 segundos, na
sequéncia diminuindo para 60 °C por um minuto e novamente subindo para
95°C por 15 segundos. A medida que a temperatura aumenta, a fluorescéncia
decresce, no ponto maximo da curva (Tm — temperarura de melting) a PCR

apresenta 50% em fita dupla e 50% em fita simples, sendo esta especifica para
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cada sequéncia de cDNA amplificada, assim, uma amostra sem impurezas,

apresentara um unico pico para o par de primers utilizado.
3.3.4.3 Analise dos produtos de PCR por meio do Gel de agarose

Os produtos amplificados pela PCR (10ng) de validacdo dos primers
foram verificadas por eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo
de etideo, e examinado sob luz ultravioleta, a fim de se avaliar as bandas

correspondentes.

As bandas esperadas foram consultadas no primer blast no site
https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/.  As  bandas deveriam
apresentar os seguintes tamanhos: 117 para FAPB4; 166 para PPARy; 110
para GAPDH.. A comparacao foi realizada com marcador 1kb Plus DNA Ladder
(Life Technologies®).

3.3.4.4 Quantificacao relativa por qRT-PCR

ApGs o processo de validacdo das eficiéncias dos primers, as amostras
foram preparadas para a quantificacdo, utilizando 10ng de RNA inicial para

cada uma.

Os valores dos Ct obtidos para todas as amostras foram normalizados
em funcéo do controle endégeno (GAPDH) por meio da subtracdo do Ct do alvo
pelo Ct do controle (ACt).

A quantificagéo relativa da expressdao do FABP4 e PPARy foi feita
utilizando-se o método de Livak. Por este método, a expressao relativa do gene
se da pelo valor obtido pela formula aritmética 2 22Ct onde AACt = ACt

amostras - ACt calibrador.



63

3.3.4.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica utilizada foi a analise de variancia ndo paramétrica,
utilizando o teste de Kruscal-Wallis seguido do teste de multiplas comparacdes
de Dunnett para comparar os valores de expressao relativa entre o controle
com as amostras. O teste de normalidade (distribuicdo) realizado foi o0 Shapiro-
Wilk.

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média
(EPM) e foram considerados significantes os valores de ps< 0,05. Todas as
analises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad, versao 7.0

para Windows.
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4. RESULTADOS

4.1 Rosiglitazona teste FET

O resultado geral do FET com rosiglitazona é apresentado nas figuras
15 (a qual a apresenta a mortalidade) e 16 (a qual a apresenta a CL50) e 17 (a
qgual apresenta as alterac6es morfoldgicas).

Primeiramente, analisaremos a mortalidade dos embrides de peixe-
zebra durante os periodos de 24h, 48h, 72h e 96h, nas concentrac¢des de 1,56
uM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25uM, 50uM e 100uM.

Logo em seguida, visualizaremos as alteracbes morfolégicas que os
embrides/larvas sobreviventes sofreram ao longo do tempo nas concentracées
supracitadas.

Diante disso, se observarmos a mortalidade (Figura 15) no periodo de
24h. E notavel que na maior concentracdo (100uM) apenas 20% dos embribes
haviam sobrevivido e 80% estavam coagulados (mortos).

Na segunda maior concentracéo (50uM), 28% haviam coagulado e logo
72% dos embrides haviam sobrevivido.

J& a mortalidade nas demais concentracdes de 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25
uM, 12,5 uM e 25uM, foi respectivamente de 7%, 2%, 5%, 5%,5%. No controle
com agua a mortalidade foi de 5% e ndo houve mortalidade no controle com
DMSO 1%.

Quando analisamos o periodo de 48h do experimento, observamos que
na maior concentracao de 100 uM, a mortalidade aumentou, comparado ao dia
anterior (80%), mostrando que 90% dos embrides foram a Obito, restando
apenas 10% de embrides vivos.

J4 na concentracdo de 50uM, vemos que a mortalidade também
aumentou quando comparada ao dia anterior (28%). Dessa forma, 43% dos
embrides morreram e 57% permaneciam vivos.

Nas demais concentracdes de teste, a mortalidade visualizada nesse
periodo de 48h ndo aumentou, mantendo-se os valores do periodo de 24h. No

controle com agua houve aumento de 5 para 7% de mortalidade.
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Dando sequéncia a analise de mortalidade no periodo de 72h, na maior
concentracdo (100uM), 97% dos embrides haviam morrido, restando apenas
3% de embrides vivos, uma observacao nao apresentada na figura é que esses
embrides ndo haviam eclodido do cérion como larvas (periodo normal de
ecloséo entre 48-72h).

Na concentracao de 50 uM, 57% dos embrides morreram, sobrevivendo
43%. Da mesma forma, quanto a ecloséo, 15% ainda permaneciam embrides
dentro do cérion.

Nas demais concentragcdes, houve um aumento de morte na
concentracdo de 25 uM de 5% para 10% comparado com o dia anterior. Nessa
concentracéo, 23% ainda eram embriées nao eclodidos.

Enquanto, nas demais concentracdes o0os numeros de morte se
mantiveram iguais aos dias anteriores. Em relacéo a ecloséo, havia a seguinte
porcentagem ainda como embrides: 3% no controle agua, 2% no DMSO, 2%
em 1,56 uM e 2% em 3,125 uM.

Ao final do experimento, completando-se 96h, observa-se que na maior
concentragdo de 100 uM, houve a mortalidade maxima, ou seja, 100% dos
embrides de peixe-zebra morreram.

Em 50 uM, a mortalidade também aumentou quando comparado ao dia
anterior, sendo que 78% dos embrides/larvas morreram, e apenas 22%
continuavam vivos. Todos 0s sobreviventes ja estavam em seu estado larval,
ou seja, ja haviam eclodidos de seus cérions.

Quando observamos a concentracdo de 25 uM, percebemos que a
mortalidade também aumentou em relacdo ao dia anterior (10%), resultando
em 17% de morte ao final. Uma observacao é que 2% desses 0Obitos foram de
larvas ja eclodidas. Dos sobreviventes, 8% permaneciam como embrides (ndo
eclodidos) e o restante estava em seu estado larval.

Contemplando as demais concentracdes, percebemos que houve um
singelo aumento de morte nas concentragdes de 6,25 uM de 5% para 7% (2%
eram larvas) em relagéo ao dia anterior, e na concentracdo de 1,56 uM de 5%
para 8% de morte dos embrides. Nas concentragdes de 3,125 uM e 12,5 uM ,
bem como no controle com agua, a mortalidade ndo aumentou em relacdo ao

dia anterior.
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Porcentagem de mortalidade de embrides de
peixe-zebra com rosiglitazona em diferentes

tempos.
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Figura 15 — Porcentagem de mortalidade geral de embrides de peixe-zebra expostos a rosiglitazona em diferentes tempos. Os graficos mostram as seguintes
concentracgdes: 100 uM, 50uM,25uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125uM e 1,56uM; controle DMSO 1%, agua; nos periodos de 24h, 48h, 72h e 96h. A cor da barra
mostra os embrides coagulados (Embrides mortos) na cor preta, branca embrides/larvas eclodidas vivas, cinza escuro — larvas eclodidas mortas; o nimero na

cor branca representa a porcentagem total de morte na concentracdo correspondente. Analise realizada considerando o niumero de morte pelo nimero total
de embrides (n=60 por grupo). Fonte: Elaborado pela autora.
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A partir desses dados de mortalidade, foi possivel calcular a concentracéo letal na
qual ocorre 50% de morte com a rosiglitazona nos embrides de peixe-zebra. Para essa
andlise, considera-se o final do experimento, ou seja, as 96h completas, assim a
concentracgéo letal 50% é de 36,98 uM (Figura 16).

Concentracao letal 50% (CL50) de embrides de peixe-zebra com
rosiglitazona em 96h.
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Figura 16 — Concentracéo letal 50% (CL50) de embrifes de peixe-zebra com rosiglitazona em 96h. No
eixo y do gréfico representa a porcentagem de sobreviéncia dos embrifes versus no eixo x a respectiva
concentracdo em uM. A analise se deu por regressédo ndo linear, com a média das triplicatas de peixe-zebra,
0s quais sao representados pelos pontos na curva, bem como esta expresso o erro padrao da média (EPM).
Os pontos os quais 0 EPM é baixo ndo sao visualizaveis na figura. A CL50 calculada é igual a 36,98 uM.

Dando seguimento a andlise do FET com rosiglitazona, iremos observar a figura 17,
a qual demonstra os resultados das alteracées morfologicas nas diferentes concentracdes
ao longo do tempo. No periodo de 24h, observamos que na maior concentracdo de 100uM
(o total corresponde aos 20% de embrides vivos correspondentes a barra branca na figura
15), 93% dos embribes apresentavam atraso do desenvolvimento embrionario, ou seja, nao
estavam se desenvolvendo no mesmo tempo que o controle, além disso, 7% n&o mostravam

qualquer anormalidade.
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Quanto as alteracdes morfolégicas nos sobreviventes de 50uM, 50% dos embribes
apresentavam atraso no desenvolvimento embrionario, e 3% apresentavam edema
pericardio. Nas concentragfes de 12,5uM e 3,125uM, houve 2 e 3% respectivamente de
edema pericéardio.

Quando passamos para 48h, nota-se que na concentragdo de 100 uM, € notavel que
100% dos embribes vivos apresentavam edema pericardio severo, e 17% também
apresentavam uma diminui¢ao no fluxo sanguineo.

Analisando esses embrifes vivos na figura 16 quanto as alteracdes morfolégicas, é
visivel que 67% apresentavam edema pericardio, 22% tinham deformacéo da cauda, e o
restante ndo apresentavam alteragoes.

No entanto, quando observamos as alteragbes morfolégicas nas demais
concentracfes, chama a atencéo a porcentagem de acometimento de edema pericardio em
todas as concentracdes, indicando os seguintes valores para as concentracfes de 1,56 uM,
3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM e 25uM, 7%, 10%, 37%, 41%, 45%. Nao houve edema pericardio
nos embrides controle. Na concentracdo de 3,125 uM e 25 uM, houve 2% e 3% de
deformacédo da cauda.

ApoOs 72h, na maior concentracdo (100uM), 100% dos embrides sobreviventes
apresentavam edema pericardio. Ja na concentracdo de 50uM, 52% apresentavam edema
pericardio e 8% tinham deformacdo da cauda. Na concentracdo de 25uM, 41%
apresentavam edema pericardio,8% de deformacdo da cauda e 3%de edema de saco
vitelino.

Nas demais concentragdes de 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, a porcentagem
de edema pericardio foi respectivamente 2%, 7%, 9% e 16%. Quanto a deformidade da
cauda foram respectivamente 2%, 2%, 2%,2%, 8% e 8%.

Por fim, em 96h observamos que em 100uM nao ha barra na figura visto que néo
havia sobreviventes, na concentracdo de 50uM nenhum embrido sobrevivente apresentava
alteracdes morfologicas (visto que houve mortalidade expressiva entre 72h e 96h, somente
22% estavam vivos). Em 25uM, 44% apresentavam edema pericérdio e 17% deformacgéo da
cauda. Nas demais concentracgdes de 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, a porcentagem
de edema pericardio foi respectivamente 2%, 5%, 8% e 12%, bem como deformacédo da

cauda foi de 0%,2%, 2%, 3% e 17% respectivamente.
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Figura 17 - — Porcentagem de alteracdes morfolégicas em embrides de peixe-zebra expostos a rosiglitazona em diferentes tempos. Os graficos mostram as
seguintes concentragdes: 100 uM, 50uM,25uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125uM e 1,56uM; controle DMSO 1%, agua; nos periodos de 24h, 48h, 72h e 96h. A cor da barra
mostra edema pericardio na cor preta, branca embrides/larvas eclodidas vivas, em laranja o atraso do desenvolvimento embrionario; em amarelo deformacao da cauda e
em vermelho edema de saco vitelino (2%) o nUmero dentro da barra representa a porcentagem do evento na concentragdo correspondente. Andlise realizada considerando

0 nimero do evento pelo nimero total de embrides vivos no periodo/concentragao correspondente. As 96h a barra de 100uM desaparece pois todos os embrides morreram
Fonte: Elaborado pela autora.
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Para aprofundar melhor a andlise sobre o edema pericérdio, foi
realizado a analise estatistica entre as amostras dos embrides de peixe-zebra
nas diferentes concentracdes ao longo dos periodos de 48h, 72h e 96h (Figura
18).

Nas primeiras 24h n&o houve porcentagem expressiva de edema
pericardio, por esse motivo néo foi incluido esse periodo na figura 18.

Analisando os graficos da figura 18 é nitido que ocorre uma maior
incidéncia de edema pericardio nas 48h nas diversas concentracdes, em
especial na concentracdo de 50uM, porém ndo houve diferenca estatistica

entre as concentracoes testadas.

Em 72h também nao houve diferenca estatistica entre as concentracées
de rosiglitazona, e observa-se uma queda de incidéncia de edema pericardio

nas COI’]CGHU&(}GGS.

Porém € digno de nota que nas menores concentracdes a mortalidade
se manteve estavel, porém nas concentracdes de 12,5 e 6,25uM houve a

gueda de edema pericardio comparado ao dia anterior.

Entre 72h e 96h, observamos que ao final de 96h, as concentracfes de
50 e 100uM desparecem pois houve mortalidade maxima nesta ultima, e nos

embrides sobreviventes de 50uM ndao foi observado alteracdes.

O acometimento dos embrides de peixe-zebra com edema pericardio na
concentracdo de 25uM foi significativamente maior quando comparado as

outras concentragdes e 0s controles.

Quando analisamos as porcentagens de deformidade da cauda dos
embrides de peixe-zebra (Figura 19), podemos observar que houve uma maior
incidéncia em 48h na concentracdo de 50uM, porém houve queda em 72h,

visto a mortalidade das larvas.

N&o houve diferenca estatistica em nenhum dos periodos analisados

considerando as diferentes concentracdes de rosiglitazona.
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Porcetagem de edema pericardio em embrides de peixe-zebra com rosiglitazona em diferentes

tempos.
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Figura 18 - Porcentagem de edema pericardio em embribes de peixe-zebra com rosiglitazona em 48h, 72h e 96h. As barras dos graficos representam a
porcentagem das médias com EPM. As 96h na concentracdo de 25uM houve um aumento estatisticamente significativo em relacdo aos controles e as demais

concentracdes. Andlise estatistica realizada com ANOVA com pés-teste de multiplas comparagdes Tukey, o asterisco (*) representa valor de p<0,05, indicando a
significancia estatistica.
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Porcetagem de deformidade da cauda de embrides de peixe-zebra com rosiglitazona em diferentes

tempos.
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Figura 19 - Porcentagem de deformacao da cauda em embriGes de peixe-zebra com rosiglitazona em 48h, 72h e 96h. As barras dos gréaficos representam a

porcentagem das médias com EPM. Andlise estatistica realizada com ANOVA com pés-teste de multiplas compara¢c@es Tukey. Nao houve significancia estatistica em
nenhum dos periodos apresentados.
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4.2 Pioglitazona teste FET

O resultado geral do FET com pioglitazona é apresentado nas figuras
20 (a qual a apresenta a mortalidade) e 21 (a qual apresenta as alteracfes
morfologicas).

Da mesma forma como anteriormente, primeiro analisaremos a
mortalidade dos embribes de peixe-zebra durante os periodos de 24h, 48h,
72h e 96h, nas concentracdes de 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25uM,
50uM e 100uM.

E em seguida, serd apresentado as alteragcdes morfologicas que 0s
embrides/larvas sobreviventes sofreram ao longo do tempo nas concentracoes
supracitadas.

Observando o periodo de 24h do experimento com pioglitazona. E
possivel observar que maior parte dos embrides estavam vivos ao longo das
concentracdes. A mortalidade nas concentracdes de 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25
uM, 12,5 uM, 25uM, 50uM e 100uM foi respectivamente de 2%, 0%, 0%, 8%,
3%, 0% e 2%, nos controles a mortalidade foi igualmente de 2%.

Ja no periodo de 48h houve singelo aumento de mortalidade nas
concentracdes de 1,56 uM, 3,125uM, e 25uM, respectivamente de 7%, 2% e
7% (anterior 2%, 0%, 3%).

Analisando o que ocorreu em 72h, houve aumento da mortalidade nas
concentragbes a partir das concentragdes 3,125 uM. Parte da mortalidade
ocorrida nesse periodo eram de larvas, ou seja, embrides que ja haviam
eclodido. A porcentagem de embrides mortos foi de 7%, 4%, 3%, 10%, 12%,
2% e 7% para as respectivas concentragdes 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5
uM, 25uM, 50uM e 100uM.

Ao final de 96h, a mortalidade aumentou, na maior concentracao
(100uM) foi de 7% para 10%, na segunda maior concentracao foi de 2% para
15%, em 25uM foi de 12% para 17% em 12,5uM de 10% para 14%. Nao foi
possivel realizar o célculo da CL50 para pioglitazona jA que ndo houve

letalidade alta.
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Porcentagem de mortalidade de embrides de
peixe-zebra com pioglitazona em diferentes

tempos.
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Figura 20 - Porcentagem de mortalidade geral de embrides de peixe-zebra expostos a pioglitazona em diferentes tempos. Os graficos mostram as seguintes
concentragdes: 100 uM, 50uM,25uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125uM e 1,56uM; controle DMSO 1%, 4gua; nos periodos de 24h, 48h, 72h e 96h. A cor da barra mostra
os embrides coagulados (Embri6es mortos) na cor preta, branca embrides/larvas eclodidas vivas, cinza escuro — larvas eclodidas mortas; o nimero na cor branca

representa a porcentagem total de morte na concentragdo correspondente. Analise realizada considerando o nimero de morte pelo ndmero total de embrides
(n=60 por grupo). Fonte: Elaborado pela autora.
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Dando seguimento a analise do FET com pioglitazona, iremos observar
a figura 21, a qual demonstra os resultados das altera¢cdes morfoldgicas nas
diferentes concentragdes ao longo do tempo.

No periodo de 24h, observamos que nas concentracdes de 1,56 uM,
3,125 uM, 6,25 uM, 25uM, 50uM houve o aparecimento de edema pericardio
nas seguintes porcentagens 4%, 8%, 5%, 2% e 2% respectivamente.

De modo interessante no periodo de 48h a incidéncia de edema
pericardio aumentou em todas as concentragcdes quando comparado ao dia
anterior. As porcentagens de edema pericardio nas concentragées 1,56 uM,
3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25uM, 50uM e 100uM sé&o: 20%, 16%, 13%, 25%,
5%, 7% e 33%.

Porém quando visualizamos o grafico de 72h é perceptivel que ha uma
reducdo da ocorréncia de edema pericardio nas concentracdes sugerindo que
hé recuperacéo de alguns embries, visto que ha baixa mortalidade no periodo
entre 48h e 72h.

Os percentis associados has concentracdes de 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25
uM, 25uM, e 50uM sédo 4%, 8%, 5%, 2% e 2% respectivamente para a
ocorréncia de edema pericéardio.

Além disso, houve a o aparecimento de 2% de edema de saco vitelino
na concentracdo de 50uM no periodo de 72h.

Ao final das 96h, avaliando a porcentagem do aparecimento do edema
de saco vitelino houve uma porcentagem de 2% nas concentracdes de 1,56
uM, 12,5 uM e 50uM.

Ja para o edema pericardio os valores percentuais sdo de 2%, 2%,4%,
8%, 2%, 4%, e 6% nas concentra¢bes 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM,
25uM, 50uM e 100uM.
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Porcentagem de alteragoes morfolégicas em
embrioes de peixe-zebra com pioglitazona
em diferentes tempos.
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Figura 21- — Porcentagem de alteracdes morfol6gicas em embrides de peixe-zebra expostos a pioglitazona em diferentes tempos. Os graficos mostram as seguintes
concentracgdes: 100 uM, 50uM,25uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125uM e 1,56uM; controle DMSO 1%, agua; nos periodos de 24h, 48h, 72h e 96h. A cor da barra mostra edema
pericardio na cor preta, branca embrides/larvas eclodidas vivas, e em vermelho edema de saco vitelino (2%) o nimero dentro da barra representa a porcentagem do evento

na concentracdo correspondente. Analise realizada considerando o nimero do evento pelo nimero total de embrides vivos no periodo/concentracao correspondente. Fonte:
Elaborado pela autora.
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Nesse contexto, para analisar melhor o edema pericardio foi realizado a
andlise estatistica entre as amostras dos embribes de peixe-zebra nas
diferentes concentracdes ao longo dos periodos de 48h, 72h e 96h (Figura 22).

De modo similar a rosiglitazona, com a exposi¢cao a pioglitazona nas
primeiras 24h ndo houve porcentagem expressiva de edema pericardio, por
esse motivo nao foi incluido esse periodo na figura 22.

E notavel que no periodo de 48h, houve um aumento expressivo da
ocorréncia de edema pericardio em todas as concentragdes de pioglitazona.
Ao realizar a andlise estatistica, o resultado mostrou que houve diferenca
significativa apenas na concentracdo de 25uM em relacdo aos controles do

teste.

Tanto no periodo de 72h quanto em 96h, houve uma queda da
frequéncia de edema pericardio em comparacao com o periodo de 48h. Entre
as concentracdes nesses dois periodos ndo houve qualquer diferenga
estatisticamente significante.

4.3 GQ-16 teste FET

O resultado geral do FET com GQ-16 € apresentado nas figuras 23 (a
qual a apresenta a mortalidade) e 24 (a qual apresenta as alteracdes
morfologicas).

Seguindo a mesma logica, primeiro analisaremos a mortalidade dos
embrides de peixe-zebra durante os periodos de 24h, 48h, 72h e 96h, nas
concentragbes de 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25uM, 50uM e 100uM.

E em seguida, sera apresentado as alteracbes morfolégicas que o0s
embrides/larvas sobreviventes sofreram ao longo do tempo nas concentracdes
supracitadas.

Quando observamos o periodo de 24h e 48h do experimento com GQ-
16 na figura 23, vemos que ndo houve embrides coagulados, ou seja, mortos,

nesse periodo em nenhuma das concentragdes testadas do GQ-16.
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Percentual de edema pericardio com pioglitazona em
diferentes tempos.
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Figura 22 - Porcentagem de edema pericardio em embrides de peixe-zebra com pioiglitazona em 48h, 72h e 96h. As barras dos gréaficos representam a porcentagem

das médias com EPM. Analise estatistica realizada com ANOVA com pés-teste de multiplas comparagfes Tukey. o asterisco (*) representa valor de p<0,05, indicando a
significancia estatistica.
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Figura 23 - Porcentagem de mortalidade geral de embrides de peixe-zebra expostos ao GQ-16 em diferentes tempos. Os graficos mostram as seguintes
concentragdes: 100 uM, 50uM,25uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125uM e 1,56uM; controle DMSO 1%, agua; nos periodos de 24h, 48h, 72h e 96h. A cor da barra mostra os
embrides coagulados (Embrides mortos) na cor preta, branca embrides/larvas eclodidas vivas, cinza escuro — larvas eclodidas mortas; o nimero na cor branca representa

a porcentagem total de morte na concentracéo correspondente. Andlise realizada considerando o niumero de morte pelo nimero total de embrides (n=60 por grupo). Fonte:
Elaborado pela autora.
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No periodo de 72h do FET com GQ-16, houve uma discreta mortalidade
nas concentracdes de 1,56 uM, 3,125 uM, 12,5 uM, 25uM, 50uM e 100uM,
sendo elas: 4%, 2%, 2%, 3%, 3%, 3% e nos controles houve 2% na agua. Nao
ocorreu morte na concentragéo de 6,25 uM e no DMSO 1%.

Por fim, completado as 96 h de experimento, ndo houve mortalidade na
concentracéo de 6,25 uM e no DMSO 1% como havia sido observado no dia

anterior.

Ja nas demais concentracdes houve um aumento da mortalidade para
1,56 uM, 3,125 uM, 12,5 uM, 25uM, 100uM sendo os valores de 6%, 6%, 6%,
2%, 4%. Houve 3% no controle agua e a mortalidade manteve-se estavel na
concentracdo de 50uM. Devido a baixa letalidade ndo pode ser calculado a
CL50 para o GQ-16.

Quanto as alteracdes morfoldgicas, podemos observar na figura 24, que
nos periodos de 24h, 48h e 72h ndo houve qualquer alteracdo morfolégica nos
embribes de peixe zebra expostos ao GQ-16, ou seja, todos apresentavam

desenvolvimento normal durante esses periodos.

No ultimo dia do teste, as 96h (Figura 24), observou-se a incidéncia de
um leve edema pericardio em todas as concentracdes. Os valores
correspondentes séo: 4%, 5%,9%, 12%, 7%, 9%, 9% para as concentracdes
de 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25uM, 50uM e 100uM.

Observando a préxima figura 25, podemos visualizar melhor a
frequéncia do edema pericardio, sendo maior na concentragdo de 12,5uM com
12%, no entanto, apesar desse valor se consideravel, na analise estatistica

evidenciou diferenca em relacdo aos controles.



Porcentagem (%)

Porcentagem de alterag6es morfolégicas
em embridoes de peixe-zebra com GQ-16
em diferentes tempos.

81

24h 48h 72h 96h
00 ———+W¥——r—9y——r—— 1004 ———-— 0 100{ — - 1004 — —_—
80 - 80 80 80
1]
® 604 60 - 60 60-
]
© 404 404 404 404
20 20 20 20
O o ¢0 AP AP .9 5 D D O .o O I S I ) O o ¢© A2 a2 9 5 O D O o ¢© a2 a2 9 5 D D
Qﬂf 0'\\ I'\? "b"q' q;} NG LN Qﬂfq,o\\ I'\‘\D ,b"\q' Q'J' NG v % ’\QI Qﬂ'coo'\\ I'\‘? "b"q' cor} N v 9 ’\QI ‘3"}60\\ II\{? ".)'*\ cor\]' NG v e '\QI
0\“ O‘b 0“\ 0“\
UM UM UM LM
Concentragao Concentracao Concentracao Concentracao

1 Embrides/larvas vivas

mEm Edema pericardio

Figura 24 - — Porcentagem de alteracdes morfoldégicas em embrides de peixe-zebra expostos ao GQ-16 em diferentes tempos. Os graficos mostram as seguintes
concentragdes: 100 uM, 50uM,25uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125uM e 1,56uM; controle DMSO 1%, agua; nos periodos de 24h, 48h, 72h e 96h. A cor da barra mostra
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Porcentagem de edema pericardio com GQ-16 em 96h 82

100- 96h

é 80 -

S 60-

O m

T -

2

S % 40+

o

g 20-

9 12 9 9
0 1 1 4 !

Concentracgao

Figura 25 - Porcentagem de edema pericardio em embrides de peixe-zebra com GQ-16 em 96h. As barras dos gréficos representam a
porcentagem das médias com EPM, em branco os valores de porcentagem exatos para cada concentracdo. Analise estatistica realizada com
ANOVA com pés-teste de multiplas comparacdes Tukey. Ndo houve significancia estatistica em nenhuma das concentracfes apresentadas D
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4.4 Comparacao GQ-16 com pioglitazona e rosiglitazona.

Considerando os achados dos trés testes de embriotoxicidade
com GQ-16, pioglitazona e rosiglitazona, percebemos que o padréo de
mortalidade foi diferente entre esses compostos. Selecionando as
seguintes concentragdes de 25uM e 100 uM, dessa forma podemos
visualizar na figura 26 como se deu a mortalidade dos embrides dos
peixes-zebra. Comparando do maior para o menor (Figura 26), na
concentracdo de 100uM a rosiglitazona foi capaz de levar todos os
embrides a 6bito, enquanto na pioglitazona na mesma concentracao
houve 10% de mortalidade, jA no GQ-16 o valor foi menor, com apenas

5% de mortalidade.

Interessantemente, na concentragdo de 25uM a porcentagem de
mortalidade geral com a rosiglitazona e com a pioglitazona foi igual
(17%). No entanto € observavel que a rosiglitazona apresentou uma
mortalidade mais precoce (embrides coagulados) enquanto a
pioglitazona foi predominantemente de larvas ja eclodidas. Nessa
mesma concentracdo, quando comparamos com GQ-16, podemos
observar que o GQ-16 apresentou mortalidade de 5%, ou seja, menor

gue pioglitazona e rosiglitazona.

Em relacéo a alteracdes morfoldgicas, o aparecimento de edema
pericardio foi em comum aos trés compostos. Na figura 27,
aprofundando com analise estatistica, a pioglitazona 25uM foi
estatisticamente diferente do GQ-16 (25 e 100uM). Em 72h, houve
aumento da porcentagem de edema pericardio com rosiglitazona 25uM
e diminuicdo na concentracao de 25uM de pioglitazona.

Ja em 96h, ao final da andlise do experimento, a rosiglitazona
apresentou maior porcentagem de edema pericardio na concentracao
de 25uM, sendo estatisticamente significante em relacdo ao GQ-16,
pioglitazona e controles. A figura 28 ilustra larvas de peixe-zebra com
as principais alteracdes de edema pericardio quando expostos aos trés

compostos, sendo visivel 0 proeminente edema com rosiglitazona.
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Comparacao da porcentagem de mortalidade entre GQ-16, pioglitazona e rosiglitazona
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Figura 26 — Comparacéo da porcentagem de mortalidade entre os testes FET com exposicdo ao GQ-16 comparado a pioglitazona e a
rosiglitazona em 96h nas concentracdes de 25uM e 100uM. A cor da barra mostra os embrifes coagulados (Embrides mortos) na cor preta, branca
embrides/larvas eclodidas vivas, cinza escuro — larvas eclodidas mortas; o nimero na cor branca representa a porcentagem total de morte na

concentracao correspondente. Analise realizada considerando o nimero de morte pelo nimero total de embriGes (n=60 por grupo). Fonte: Elaborado
pela autora.
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Comparacao da porcentagem de edema pericardio em embrioes de peixe-zebra com GQ-16,
pioglitazona e rosiglitazona em diferentes tempos.
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Figura 27 — Comparacéo da porcentagem de edema pericardio em embrides de peixe-zebra expostos ao GQ-16, pioglitazona e rosiglitazona
no periodo de 48h, 72h e 96h de experimento. comparando GQ-16 (c;d), pioglitazona (e;f) e rosiglitazona (g,H) nas concentracdes de 100uM e
25uM. Para o controle DMSO 1%(b), agua (a) provenientes foi considerado a média dos FETs com rosiglitazona, GQ-16 e pioglitazona. As barras

indicam a média + erro padrdo da média. O (*) indica p< 0.05. Andlise estatistica realizada com ANOVA com teste tukey para multiplas comparacoes.
As letras (a-g) indicam em relagdo a quais contracdes houve significAncia estatistica.
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A Controle 96h C Rosiglitazona E Pioglitazona

B GQ-16 D Rosiglitazona

o~

Figura 28 - Fotos ilustrativas das larvas de peixe-zebra expostas a rosiglitazona, pioglitazona e GQ-16 em 96h ap06s a fertilizacdo. (A) Larva
de peixe zebra do controle sem alteracdes morfoldgicas. (B) Larva de peixe-zebra exposta ao GQ-16 apresentando leve edema pericardio. (C e D)
Larvas de peixe-zebra expostas a rosiglitazona ambas apresentando proeminente edema pericardio; C- Edema de saco vitelino; D- deformidade da
cauda. (E e F) Larvas expostas a pioglitazona ambas apresentando moderado edema pericardio. E- Deformidade da cauda; F- Bexiga natatéria ndo

inflada.
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4.5 Resultados da andlise de expressao génica

4.5.1 Quantificagdo do RNA

Os resultados da quantificacdo do RNA pelo nanodrop estao
descritos na tabela 2 abaixo.

Os valores indicam a quantidade de RNA por uL, bem como suas
relacdes de pureza 260/280. Todas as amostras apresentaram niveis
aceitaveis para a realizagdo da RT-PCR.

Quadro 2 - Quantificacdo das amostras de peixe-zebra no nanodrop.
Amostra, quantidade em ng/uL. Relag&o 260/280 e 260/230. Quantidade em ug/uL nas
amostras.

Amostra ng/uL 260/280 ug/uL
cabeca diluida 933,6 2,1 0,93
DMSO -1 187,7 2,04 0,19
DMSO -2 1445 2,05 0,14
DMSO - 3 164,5 2,04 0,16
DMSO -4 405,9 2,07 0,41
DMSO -5 162,3 2,05 0,16
DMSO - 6 236,5 2,06 0,24
DMSO -7 149,8 2,02 0,15
DMSO- 8 243,9 2,07 0,24
GQ16100-1 153,7 2,04 0,15
GQ16 100 -2 195,8 2,06 0,2
GQ16 100 - 3 247,3 2,05 0,25
GQ16 100 -4 134,2 2,01 0,13
GQ16 100 -5 132,8 1,96 0,13
GQ16 100 -6 145,3 2 0,15
GQ16 100 - 7 116,8 1,94 0,12
GQ16 100 - 8 171,6 2,01 0,17
GQ1625-1 2524 2,03 0,25
GQ1625-2 265,8 2,08 0,27
GQ1625-3 213,4 2,05 0,21
GQ1625-4 151,5 2,03 0,15
GQ1625-5 198,1 2,05 0,2
GQ1625-6 131,5 2,03 0,13
GQ1625-7 61,8 1,95 0,06
GQ1625-8 186,8 2,05 0,19
H20 -1 187,1 2,05 0,19
H20 - 2 142,1 2,03 0,14
H20 - 3 162 2,04 0,16
H20 - 4 212,3 2,04 0,21
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H20 -5 101,9 2,01 0,1
H20 - 6 178,9 2,02 0,18
H20 -7 168,3 2,05 0,17
H20 - 8 96,6 1,98 0,1
Larvas 5dpf 383,8 2,11 0,38
Pio 100 - 1 235,6 2,09 0,24
Pio 100 - 2 235,4 2,07 0,24
Pio 100 - 3 104,4 2,05 0,1
Pio 100 - 4 1418 2,07 0,14
Pio 100 - 5 103,9 2,02 0,1
Pio 100 - 6 109,6 2,04 0,11
Pio 100 - 7 139,9 2,07 0,14
Pio 100 - 8 117,2 2,06 0,12
Pio25-1 183,3 2,02 0,18
Pio 25 -2 276,9 2,06 0,28
Pio 25 -3 1129 2,04 0,11
Pio 25 -4 68,6 2,01 0,07
Pio 25-5 90,7 2 0,09
Pio25-6 176,1 2,07 0,18
Pio 25 -7 94 2,02 0,09
Pio25-8 166,2 2,03 0,17
Rosi 25 -1 71,7 1,97 0,07
Rosi 25 - 2 112,8 1,99 0,11
Rosi 25 - 3 150,5 2,02 0,15
Rosi 25 - 4 176,3 2,05 0,18
Rosi 25 -5 138,8 2,07 0,14
Rosi 25 - 6 130,1 2,07 0,13
Rosi 25 -7 126,8 2,08 0,13
Rosi 25 - 8 107,7 2,06 0,11

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

4.5.2 Analise da eficiéncia dos primers

88

A analise de eficiéncia dos primers foi avaliada a partir das curvas

de diluicdo (Figura 29 e 30), ja que para utilizar o método de Livak, as
eficiéncias de amplificacdo do gene alvo e enddgeno devem ser
equivalentes. Dessa forma a eficiéncia calculada deve estar entre os
valores de 90%-110%.
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Figura 29 — Graficos descrevem a eficiéncias dos primes utilizados. PPARy
(93%), FABP4 (96%), GAPDH (102%). Fonte: Elaborado pela autora.

4.5.3 Analise da especificidade dos primers

Para avaliar a especificidade de cada par de primer, utilizamos a
curva de melting (curva de dissociagao de do produto de amplificacao),
ja que o sistema via SYBR® Green para deteccédo liga o fluoréforo a
qualquer fita dupla de DNA. Assim, a presen¢a de um Unico pico na
curva melting indica que ha apenas um fragmento de DNA, caso
contrario aparecera o dimero de primer.

O resultado das curvas melting para cada primer é apresentado
na figura 30 abaixo. Todas as curvas foram consideradas de acordo

para a realizacédo do experimento.
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Figura 30 - Os graficos descrevem as curvas melting para cada par de primer.
FAPB4, PPARy, GAPDH.

4.5.4 Analise dos produtos de PCR por meio do Gel de

agarose

Resultado da eletroforese em gel de agarose 2%, corado com
brometo de etideo, e examinado sob luz ultravioleta, mostrou as bandas
esperadas teriam 0s seguintes tamanhos: 117 para FAPB4; 166 para
PPARYy; 110 para GAPDH, sem nenhuma outra banda que pudesse

sugerir outro produto amplificado. (Figura 31)
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Marcador FABP4 PPARy GAPDH

100Bp

Figura 31 - Foto do gel de agarose 2% com os produtos amplificados pela
PCR da validacao dos primers. bandas esperadas teriam os seguintes tamanhos: 117
para FAPB4; 166 para PPARYy; 110 para GAPDH., Fonte: Elaborado pela autora.

4.5.5 Quantificacao relativa por qRT-PCR

A andlise de expressdo génica por RT-PCR revelou que a
expressdo de PPARYy (Figura 32) foi significativamente maior em larvas
de peixe-zebra expostas a pioglitazona na concentracdo de 25uM
(p=0,01) e para rosiglitazona na mesma concentracao (25uM) p= 0,001.

No entanto, quando observamos o0 GQ-16 nas concentragdes de
25uUM e 100uM, bem com pioglitazona 100uM, né&o houve significancia

estatistica.

De modo interessante, quando observamos o resultado da RT-
PCR para o FABP4 (Figura 33) vemos que o resultado demostrou que
houve aumento significante para as larvas de peixe-zebra expostas ao
GQ-16 na concentracao de 25uM (p= 0.04), pioglitazona 25uM (p=0.05)
e rosiglitazona 25uM(p=0.01).
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Comparacgio da Expressao relativa do PPARy com GQ-16, pioglitazona e
rosiglitazona em larvas de peixe-zebra.
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Figura 32 — Comparacdo da expressdo relativa do PPARy em larvas de peixe-zebra
expostos ao GQ-16 (25 e 100uM), pioglitazona (25uM e 100uM). As barras representam a média
+ EPM. Em preto esta rosiglitazona 25uM, em cinza escuro pioglitazona (25 e 100uM), em cinza
tonalidade média o GQ-16 (25 e 100uM) e mais claro os controles. O asterisco (*) representa a
significancia estatistica de p<0,05 em relacao ao controle DMSO1%. Analise de variancia Kruskal-

Wallis seguido do pés-test de miltiplas comparacdes de Dunnet.
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Comparacao da Expresséo relativa do FABP4 com GQ-16, pioglitazona e
rosiglitazona em larvas de peixe-zebra.
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Figura 33 Comparagdo da expresséo relativa do FABP4 em larvas de peixe-zebra
expostos ao GQ-16 (25 e 100uM), pioglitazona (25uM e 100uM). As barras representam a
média £ EPM. Em preto esta rosiglitazona 25uM, em cinza escuro pioglitazona (25 e 100uM),
em cinza tonalidade média o0 GQ-16 (25 e 100uM) e mais claro os controles. O asterisco (*)
representa a significancia estatistica de p<0,05 em relagdo ao controle DMSO1%. Analise de
variancia Kruskal-Wallis seguido do pds-test de multiplas comparagfes de Dunnet..
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5.0 DISCUSSAO

O modelo experimental com peixe zebra surgiu como uma
excelente alternativa ao uso do modelo tradicional com animais
mamiferos, visto que apresenta grandes similaridades fisioldgicas e de
vias metabolicas, incluindo os seres humanos(78). InUmeras vantagens
podem ser descritas para a realizacdo de testes de triagem de farmacos
no modelo de peixe-zebra, como a facilidade de manipulagéo,
condicBes simples de reproducéo, rapido desenvolvimento, baixo custo

e a transparéncia durante o desenvolvimento (78-80).

E interessante, relembrar que o peixe-zebra apresenta um Gnico
gene ortdlogo PPARYy que exibe 67% de semelhanga geral com o dos
humanos, em como os sitios de ligacdo LBD e o DBD mostram uma
conservagao especialmente alta comparado com o dos seres humanos,
cerca de 80,5% e 94,3% dos aminoacidos séo idénticos no LDB e DBD,

respectivamente(58).

Um estudo realizou a constru¢do de uma linhagem transgénica
de peixe-zebra expressando o LBD-PPARy humano fundido a Gal4
DBD(81). Foi observado que houve atividade transcricional aumentada
ap6s o tratamento com TZDs (rosiglitazona, pioglitazona e
troglitazona)(81), sugerindo assim que ligantes dependentes de co-
ativadores do PPARYy sdo conservados e funcionais no peixe-zebra(58).

Trabalhos recentes mostraram que o tratamento de peixe-zebra
com rosiglitazona aumenta a adiposidade, sugerindo que o papel do
PPARYy na estimulacdo da adipogénese do peixe-zebra também pode

ser conservado em comparacdo com mamiferos(58).

Nesse trabalho, chama a atencdo a toxicidade da rosiglitazona
expressivamente alta, chegando a maxima mortalidade com a
concentracdo de 100uM (Figura 15). Uma curiosidade é que para fins
de comparacgao, nao foi encontrado nenhum estudo com teste FET com

exposicdo a rosiglitazona em embrides de peixe-zebra na literatura,
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sendo este um dado novo. A rosiglitazona € bastante utilizada para
estudos de adipogénese, porém em concentracdes entre 1uM e 20uM

em larvas juvenis (acima de 30 dias) ou peixes adultos(74).

Um estudo com embrides de camundongos visou estudar o efeito
da rosiglitazona no desenvolvimento de embriées de camundongos
tratados com lipopolissacarideo (LPS), ja que o LPS pode reduzir a
competéncia de desenvolvimento pré e pos-implantacdo dos embrides

via ativacao de fatores inflamato6rios(46).

A hipdtese era que a rosiglitazona por possuir atividade anti-
inflamatoria, poderia antagonizar esses efeitos deletérios. Assim, para
definir a concentracao teste do potencial efeito protetor, selecionaram
as seguintes concentragdes 10, 25, 50 e 75 yM de rosiglitazona, e

realizaram a exposi¢cao dos embrides de camundongo(46).

Foi observado que nas concentragbes maiores (50 e 75 pM) a
rosiglitazona por si s6, reduziu significativamente as taxas de
compactacdo, formacdo do blastoscitos e reduziu a qualidade dos
blastocistos, porém nas menores concentragdes (10 e 25 pM), a
rosiglitazona nao induziu efeitos deletérios, e, ao ser utilizada em
conjunto com o LPS, a rosiglitazona antagonizou os efeitos toxicos do
LPS(46).

Essa descricio em embribes de camundongos nas maiores
concentracbes com rosiglitazona corrobora com o atraso de
desenvolvimento dos embrides de peixe-zebra nas primeiras 24h
(Figura 17).

Quando analisamos as alteragdes morfologicas ocorridas com a
exposicdo a rosiglitazona (Figura 17) é nitido que em 48h que o edema

pericardio é concentracdo-dependente.

Um dos eventos adversos que levou retirada da rosiglitazona da
comercializacdo € o aumento do risco de infarto agudo do miocardio e

aumento de risco de morte por causas cardiovasculares(28). Apesar dos
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mecanismos ndo serem totalmente esclarecidos, uma possivel
explicacdo é o aumento dos lipidios séricos, entretanto outros efeitos
adversos da rosiglitazona estdo associados a outros desfechos

cardiovasculares(28).

Um deles é promocdo de retencdo hidrica levando ao
aparecimento de edemas(82). Estudos clinicos apontaram o aumento
do risco de desenvolver insuficiéncia cardiaca congestiva com o uso da
rosiglitazona, j& que a sobrecarga de volume induzida pela retencéo
hidrica aumenta a demanda energética do miocardio disparando um
mecanismo compensatério para aumentar a funcdo contratil,
restaurando a producdo de adenosina trifosfato (ATP) e respiracao

mitocondrial via hipertrofia cardiaca(82).

O mecanismo proposto para desenvolvimento desta retencéo
hidrica esta relacionado ao aumento na expressdo na membrana de
aquaporina 2 (AQP2) e da subunidade a do canal de sodio epitelial (a
ENaC)(83). Curiosamente, apesar do peixe zebra apresentar diversas
aguaporinas semelhantes aos seres humanos, ndo apresenta gene

ortélogo de AQP2(84) e ndo possui genes para ENaC(57).

O aumento da ocorréncia de edema pericardio com a
concentracdo de rosiglitazona 25uM foi estatisticamente significativo
comparado a concentracdes menores (Figura 18), sendo sugestivo que
esse edema pode estar diretamente relacionado a toxicidade da

rosiglitazona ligado a atividade aumentada na expressao de PPARYy.

No periodo de 48h (Figura 17), h4 o aumento da incidéncia de
edema pericardio em todas as concentracdes. No peixe-zebra, 0s
transcritos de PPARy maternos estao presentes dentro das primeira 6
horas pos fertilizagdo e novos transcritos zigéticos comegam por volta
das 48 horas pos fertilizacdo(85), isso pode justificar o motivo de nas

primeiras 24h quase nenhum edema pericardio foi observado.

Um estudo realizado com embrides de peixe zebra se propos a

avaliar se o PPARy regula a gastrulacdo embrionaria e o padrao
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dorsoventral durante a embriogénese, para isso, realizaram a exposi¢cao
com ciglitazona e o knockdown do PPARy com morfolino especifico
para PPARYy(86). Os resultados apontaram que o bloqueio do PPARy
nas primeira 48h resultou em um leve defeito dorsoventral, no entanto
em 72h e 96h, ocasionou um edema pericardio severo, defeitos da alca
cardiaca e atrofia do coracéo(86).

Outro estudo com fosfato de trifenila, um potente agonista
PPARYy, avaliou que a interrupcdo da sinalizacédo induzida pelo fosfato
de trifenila alterava a sua cardiotoxicidade(72). Os embrides que foram
expostos a esse composto desenvolveram um proeminente edema

pericardio, o que corrobora como os achados do FET com rosiglitazona.

Nesse mesmo estudo, os efeitos cardiotéxicos nos embrides de
peixe zebra foram amenizados quando expostos a ciglitazona
previamente ao tratamento com fosfato de trifenila(72). Evidéncias
sugerem que a ciglitazona apresenta efeitos cardioprotetores como a
reducdo de dano no miocardico e da infiltracdo de neutrofilo(87).

A pioglitazona também tem sido associada a efeitos benéficos
cardioprotetores, ao contrario da rosiglitazona(88). Os mecanismos
envolvidos podem depender tanto de propriedades anti remodeladoras
(propriedades protetoras do endotélio, moduladoras da inflamacéo,
antiproliferativas e antifibréticas) e/ou metabdlicas (metabolismo do
tecido adiposo, aumento do colesterol HDL) e neuro-hormonais (renina-
angiotensina-aldosterona sistema nervoso simpéatico e adiponectina)

modulacao do sistema cardiovascular(88).

Dados de estudos experimentais e clinicos sugerem efeitos
benéficos no sistema vascular, incluindo o retardo na progressao de
aterosclerose(89). Outras evidéncias indicam que apesar da retencao
hidrica estar associada a internagcdo hospitalar por insuficiéncia
cardiaca congestiva, essa ndo aumentou o risco de 0bito(90). Além
disso, foi observado que clinicamente ocorre a reducdo do risco de

infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral isquémico(88) e
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mais recentemente, tem sido associada a reducdo de risco de
desenvolvimento deméncia(88) e doenca de Parkinson nos idosos(91).

Correspondente a esses resultados e achados da pioglitazona
na literatura, o presente resultado do FET com pioglitazona (Figura 21)
mostrou um menor acometimento de larvas com edema pericardio (e

em menor grau) ao final das 96h de experimento.

Interessante que no periodo de 48h houve uma maior
porcentagem de edema pericardio nas diferentes concentragées, ja nos
proximos periodos esse efeito € reduzido. Isso mostra que houve
recuperacao das larvas acometidas, tratando-se de um efeito transitério

e ndo um efeito subletal permanente.

A recuperacdo de parametros de subletalidade é descrita na
literatura de peixes-zebra(92), em especial, pode ocorrer a recuperacao
de edemas de pericardio, desde que ndo seja secundario ao
acometimento das estrutura do coracdo, edema de saco vitelino, entre
outras observacdes em menor potencial como recuperacdo de

malformacgdes da cauda(92).

Além disso, € descrito que o0s peixe-zebra tém alto potencial de
regeneracao para diversos tecidos. O peixe adulto é capaz de regenerar
diferentes 6rgéos, incluindo as nadadeiras, a medula espinhal, a retina,
0 coracdao, o telencéfalo e o rim(93). Os mecanismos que controlam a

regeneracao parecem ser especificos de cada 6rgao(93).

A observacéo sobre a mortalidade na concentracéo de 25uM de
pioglitazona e rosiglitazona serem iguais a 17% demostra que o efeito
letal foi semelhante na mesma concentracdo, mas foi diferente na maior

concentracéo de 100uM.

Uma hipotese que poderia explicar € que a rosiglitazona é
facilmente diluida nessa concentracéo, enquanto a pioglitazona e o GQ-
16 ndo. Foi observado que o aparecimento de alguns cristais de

pioglitazona e GQ-16 nas maiores concentragdes apos 24h do
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experimento. No momento da diluicdo, ndo havia nenhuma visualizagao
de cristais, sendo assim, uma estratégia utilizada para contornar uma
possivel perda de acéo das substancias foi a renovagéo dos compostos
a cada 24h durante os quatro dias de analise utilizar a concentracdo de
DMSO para 1% ( diferente do preconizado pelo protocolo OECD n° 236
DMSO 0,01%(61)).

De encontro a essa observacdo de precipitacdo na agua, o
estudo realizado com outro agonista parcial de PPARy, o
MDCCCL1636, utilizou a pioglitazona como comparador em teste em
embriotoxicidade com peixe-zebra, porém em nenhum momento

reportou a mesma observacao quanto a precipitacao(73).

Além disso, utilizaram as concentracdes de 50 uM,100 pM,
250uM, 500uM, 750uM e 1000 uM com DMSO a 0,1% sendo a CL50
calculada de 390,226 uM(73). O calculo da CL50 néo foi possivel ja que
nao houve mortalidade maxima com a pioglitazona, além do que é muito
curioso que Liu et. al 2015, conseguiu diluir a pioglitazona na

concentracdo de 1000 uM.

A mortalidade na concentracdo de 50uM foi proxima dos 15%,
semelhante ao resultado aqui apresentado. Quanto a deformidades
morfolégicas do desenvolvimento embrionario observaram um total de
20% de acometimento geral, edema pericardio e deformidades axiais
foram descritas a partir da concentracdo de 50uM, porém néo
distinguiram as porcentagens.(73)

Comparado ao GQ-16 a pioglitazona (Figura 26) teve maior
toxicidade quanto a letalidade em ambas as concentracdes. Em relacéo
ao acometimento com edema pericardio (Figura 27), no periodo de 96h
0 GQ-16 teve maior porcentagem que a pioglitazona nas concentragdes
de 25 e 100 uM (7 e 9% versus 2 e 4%), no entanto ndo houve diferenca

estatistica entre os dois compostos nessas concentragdes.

Estudos prévios demonstraram que o GQ-16 € um ligante

PPARy com potencial de exercer beneficios terapéuticos de reducao a
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resisténcia a insulina sem promover efeitos adversos como retengéo

hidrica e ganho ponderal(41).

O resultado do FET com exposicdo ao GQ-16 mostrou menor
mortalidade dos embrides, bem como menor incidéncia de edema

pericardio quando comparado a rosiglitazona (Figura 26).

Interessante observar que, em camundongos com delecdo do
receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDL-/-) submetidos & dieta
hipercalorica e hiperlipidica (western diet) a administracdo de
rosiglitazona e GQ-16 estimulam a expressao de inimeros fatores anti-
oxidantes como o fator nuclear de transcricdo NF E2 (Nrf2) e atenuam
ateroesclerose. Contudo, em animais LDL-/-) transplantados com
medula Ossea deficiente em Nrf2, a administragdo de rosiglitazona
induziu a uma alta mortalidade desses animais por hipertrofia e
insuficiéncia cardiaca associada a distarbios na conducéo elétrica do

coragao.

Ao contrario, GQ-19 (um analogo do GQ-16) ndo aumentou a
mortalidade desses animais (dados ndo publicados do grupo). Esses
resultados sugerem que em animais submetidos a estresse genético,
com deficiéncia de mecanismos antioxidante, rosiglitazona tem efeitos

cardiotdxicos graves.

A elucidacdo de mecanismos para ocorréncia de efeitos adversos
associados com esses compostos é imprescindivel, visto que até o
momento as retiradas de comercializacdo se fundamentaram em
eventos caracteristicos do farmaco e nao associado a classe
medicamentosa das TZD como um todo. Essa observacdo é suma
importancia para evitar o abandono pela busca de novos farmacos

agonistas de PPARYy por viés de concepcéo.

Recentemente, um estudo sugeriu que o efeito tdéxico cardiaco
da rosiglitazona estd associado em parte ao bloqueio do canal de
potassio Kv1.5 (94). A alteracdo da funcdo desse canal esta associada

a um potencial de acéo prolongado em miocitos atriais podendo levar a
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arritmias e fibrilacdo em humanos. O gene Kcna5 que codifica esse
canal € conservado em peixes-zebras, podendo ser um pista para novos
experimentos que possam elucidar os motivos das diferenca de
mortalidade e alteracbes encontradas quando comparado a

rosiglitazona com pioglitazona e GQ-16.

Diante disso, os resultados com a rosiglitazona e o GQ-16 em
modelo de peixe zebra se assemelham aos resultados experimentais
em camundongos quanto a mortalidade e altera¢des cardiacas. Diante
disso, visamos avaliar por meio da técnica de microarranjo, vias
oxidativas em especial, a fim de verificar se os mesmos achados seréao

corroborados.

Esse dado sera inovador, visto que literatura ainda carece de
dados experimentais sobre efeitos cardiovasculares especificamente do
GQ-16. Nesse sentido, mais estudos necessitam elaborar efeitos e
mecanismos para avaliar potencial deste agonista parcial em né&o
exercer efeitos cardiotoxicos e até mesmo exibirem potencialmente

efeitos cardioprotetores.

Na avaliagdo de expressado g@énica, utilizamos as maiores
concentracbes nas quais houve um numero de sobreviventes
suficientes para a realizacdo da RT-PCR. Observamos quanto ao
aumento da expresséo de PPARYy (Figura 32), que houve um aumento
da expressio MRNA nos grupos tratados com rosiglitazona,
pioglitazona e GQ-16 na concentracdo de 25uM (Figura 32). Tanto a
rosiglitazona quanto a pioglitazona foram estatisticamente significativas,
no entanto, o GQ-16 ndo alcancgou a diferenca estatistica em relacdo ao

controle.

JA a expressdo relativa do FABP4 (Figura 33) foi
significativamente aumentada pelo GQ-16, pioglitazona e rosiglitazona
na concentracdo de 25uM.

O FABP4 pertence a superfamilia de proteinas de ligacdo a

acidos graxos, com funcéo de se ligar e transportar acidos graxos pelo
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citoplasma(95). Estudos in vitro(95), bem como estudos com pacientes
diabéticos(96), mostraram que o FABP4 é regulado por acidos graxos,
PPARYy e insulina. Os dados da literatura indicam que os agonistas do

receptor PPARy, aumentam a expressao de FABP4(95).

O FABP4 presente no peixe-zebra possui uma semelhanca de
51-53% com o ortologo de mamiferos(97). Durante a embriogénese esta
presente na regido proximal da retina, no cristalino e no diencéfalo

dorsal, na fissura coréide e no sistema vascular cerebral(97).

O GQ-16 € um agonista parcial do receptor PPARYy e apesar de
ndo ter obtido significAncia estatistica nessa analise de PCR em
embrides de peixe-zebra, o aumento da transcricdo de FABP4 sugere
que pode ter ocorrido a ativacdo do PPARYy, visto que o FABP4 é

regulado pelo PPARYy.

Outro ponto interessante a ser citado, € que nas concentracdes
de 100 uM de pioglitazona e GQ-16 ndo houve aumento maior que nas
concentracfes de 25 uM (Figura 32). Isso poderia ser explicado por
duas hipéteses, ou as substancias ndo alcancaram seu efeito devido a
falta de solubilidade, ou houve tamanha expresséo do receptor PPARy

gue a maquinaria celular satura reduzindo os niveis de expressao.

Considerando os presentes achados, os resultados sugerem que
houve a acdo farmacol6gica correspondente aos farmacos utilizados,
mimetizando efeitos similares quando comparados a experimentos com

mamiferos.

Em comparacdo o GQ-16 é menos toxico que a pioglitazona e a
rosiglitazona. Apesar dos resultados apresentados serem baseados
principalmente na observacdo morfolégica dos embrides expostos aos
compostos, esses resultados nunca foram descritos, sendo assim,
constituem uma contribuicdo para nortear mais experimentos com GQ-
16, especialmente para estudar efeitos cardiovasculares em

comparagao com outras TZDs.
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Além disso, o trabalho contribui na trajetéria da consolidagéo do
modelo de peixe-zebra para pré-triagem de potenciais farmacos no
geral e também de agonistas do PPARYy, visto que a rosiglitazona exibiu

efeitos toxicos semelhantes aos descritos em mamiferos.

6.0 LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Algumas limitagdes do presente estudo realizado sdo dignas de
nota. Primeiramente houve dificuldade de solubilizar maiores
concentracdes que 100 uM da pioglitazona e do GQ-16. A concentragao
de DMSO a 1% utilizada foi maior do que a recomendada pela OECD
n°® 236 (DMSO 0,01%). Essa adaptacao foi necessaria para a realizagao
do estudo visto que os compostos tém baixa solubilidade em meios
aquosos. Apesar de que nado foram observadas mortalidade e/ou
alteracdes morfoldgicas nos embrides expostos no controle com DMSO
1%, isso ndo descarta alteragdes bioquimicas/moleculares que podem
estar ocorrendo na sua presenga, entretanto na literatura outros estudos
de embriotoxicidade em peixe-zebra também adotaram maiores

concentracfes do solvente(92, 98).

Na maior concentracédo utilizada (100uM), tanto para pioglitazona
quanto para GQ-16, foi observado ap6s 24h o aparecimento de cristais
no meio. Adotando-se a estratégia de troca a cada 24h de todas as
concentragbes para que todos os embribes fossem expostos as
mesmas condi¢cdes. Nao foi possivel desenvolver um sistema de Flow-
through, com fluxo continuo dos compostos visto que nao havia
quantidade suficiente para realizacdo desse tipo de aparato e nem

financiamento para custear a compra da quantidade necessaria.

Nesse mesmo sentido, foi adotado para a realizagao do teste em
placas de 96 pocos ao invés de 24 pogos sugerido pela OECD n° 236,
ja que seria necessario maior quantidade dos compostos para o volume

exigido. A OECD n° 236 recomenda 0S pocos maiores para que,
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considerando a evaporacao, o volume garanta sempre a quantidade
Otima de oxigénio no meio, ndo sendo uma problematica nesse
experimento, visto que foi realizado a troca das concentracbes a cada
24h. Apesar disso, a evaporacdo pode ter contribuido para o

aparecimento de cristais nas maiores concentragoes.

Outra limitacao, € que os testes com pioglitazona, rosiglitazona e
GQ-16 nao foram realizados no mesmo dia, por falta de embrides
suficientes e pela morosidade da selecéao, distribuicdo dos embrides e
renovacgao do meio. Apesar das condi¢des de todos os testes terem sido
mantidas de modo equivalente, as desovas dos embrides sdo de

diferentes pares selecionados em dias diferentes.

Além do mais, estava previsto no protocolo dessa pesquisa a
realizacdo do teste de microarranjo para avaliagdo global da expresséo
génica dos embrides de peixe-zebra expostos. Infelizmente o resultado
desse experimento (ndo apresentado) nao foi validado, visto que houve
falta de hibridagdo das sondas nos chip’s. Uma hipotese é o
comprometimento da qualidade dos reagentes devido a condi¢des nao

ideais de armazenamento.

Desse modo, € possivel sugerir novas perspectivas
experimentais. A técnica de RNA seq poderia ser empregada a fim de
avaliar a expressao génica e encontrar novos genes envolvidos na
toxicidade embrionaria no peixe-zebra com a rosiglitazona, pioglitazona
e GQ-16. Além, disso elucidar novos mecanismos que possam explicar
as diferencas de toxicidade observadas entre a rosiglitazona e

pioglitazona.

Interessante ressaltar que esses resultados em conjunto
poderiam fomentar mais o debate de que certos efeitos possivelmente
sao caracteristicos do farmaco e nao da classe farmacoldgica da TZD’s,
reavivando a necessidade de novos farmacos dessa classe para o
tratamento da resisténcia a insulina, ovarios policisticos e outras

condigoes.
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7.0 CONCLUSAO

Nesse trabalho, utilizando o modelo do peixe-zebra para o estudo
de agonistas do PPARY foi observado que o0 GQ-16 quando comparado
a pioglitazona e em especial a rosiglitazona, apresentou menor
toxicidade na letalidade, e menor acometimento de edema pericardio no

desenvolvimento embrionario do peixe-zebra.

Novos experimentos sdo necessarios para confirmar ou ndo os
achados descritos, bem como experimentos moleculares sao
imprescindiveis para avaliar a participacdo de vias moleculares e

elucidar possiveis mecanismos envolvidos.
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