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ATIVIDADE DOS ANTAGONISTAS DE PPAR
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Os macrofagos detectam lesGes e respondem a invasao de patégenos, alterando sua polarizagéo e fenétipo em resposta a
uma variedade de estimulos, como a resolug¢éo da inflamagao trazendo a homeostase. Durante esse processo pode ocorrer
uma exacerbagédo da resposta desencadeando inflamagé&o cronica. Os compostos D1, D2, D3, E2, E3, E4 foram sintetizados na
Univali, para atuar como agonista de PPAR, porém ndo foram comprovados seus papeis no processo de resolugdo inflamatoria.
O objetivo deste estudo é investigar a funcdo dos agonistas PPAR para resolugdo inflamatéria. Ensaio de eferocitose os
macroéfagos(1x106) obtidos do canal medular de camundongos, tratados com agonistas de PPAR (D1, D2, D3, E2, E3, E4)
nas concentragdes 0,1, 1 e 10 uM. Os neutroéfilos senescentes obtidos da cavidade peritoneal (glicogénio de ostra 1%),
adicionados aos macrofagos, coletou o sobrenadante para dosagem de citocinas (TNF e IL-10) e laminas coradas May-
Griinwald-Giemsa para andlise dafagocitose. Determinacao de citocinas utilizando ELISA, a leitura da densidade 6ptica.
Realizou-se a fenotipagem de macréfagos com a polarizagdo induzida: M1: IFN-y (10 ng/mL) + LPS (100 ng/mL). M2: IL-4
(20 ng/mL), exposigdo ao composto D3 (0,1 pM), os macréfagos corados para marcadores de superficie e intracelulares
com CD206 (M2),CD80 (M1),CD86 (M1) e CD163 (M2), sendo analisado por citometria de fluxo. Teste do gene reporter com
células HelLa (25 x 108), para avaliar o efeito do D3 sob a ativagdo das isoformas PPAR foi realizado. DMSO, WY14643 (100
puM), GW0742 (0,1 uM), BEZA (100 uM) rosiglitazona (10 uM) e pioglitazona (10 pM) foram usadas como controle. Células
Raw 264.7 (1x10°) foram utilizadas para avaliar o efeito do D3 na viabilidade celular, através do ensaio de MTT. D3 (1uM)
com ou sem a adigdo de antagonistas de isoformas de PPAR, (GSK3787, GW9662 e T0070907) e Dimetilsulféoxido (DMSO) a
10% foram analisados. Realizou-se o experimento de produgao intracelular de anion superéxido (NadpH oxidase), no qual
células Raw 264.7 (2x109), foram tratadas com D3 (0,1; 1 e 10uM), o antagonista T0070907, e LPS (controle positivo), por 30
minutos, adicionou-se NBT, diluidos em DMSO e KOH 2M para leitura no espectrofotémetro. O tratamento com os compostos
resultou emumaumento dataxa de eferocitose emtodas as concentragdes testadas. O tratamento com os compostos
D1, D2, D3 e E2 obteve reducao nos niveis de TNF. O efeito dos compostos na liberagao da citocina anti-inflamatéria IL-10
ocorreu somente D1 e D2 (0,1 uM). O tratamento com D3 resultou em uma diminuigdo significativa da expressdo de p38-
MAPK em relagéo ao controle de macréfagos de M1. Além disso, D3 promoveu o0 aumento da expressao de pSTAT-3 sendo
similar ao controle de macréfagos de fenétipo M2. No ensaio de gene repérter o D3 ativou o receptor PPARy de maneira
parcial, em comparagédo aos agonistas usados como controle, ativando as isoformas PPARa e PPARB porém em menor
proporgdo. O tratamento com o D3 e os antagonistas ndo alterou a viabilidade dos macréfagos. No NadpH oxidase a
concentragdo que demonstrou os melhores resultados foram 1,0uM e 10uM que reverteram a formagao de peréxidos. Conclui-se
que todos os compostos aumentaram a taxa de eferocitose, sugerindo uma melhora na resolugéo da inflamagéo. O composto
D3 apresentou melhores efeitos reduzindo a expressédo de p38-MAPK, aumentou a ativagao de pSTAT-3 em niveis semelhantes
aos macréfagos M2 e ativou parcialmente o receptor PPARYy, além de interagir com PPARa e PPARRB. Esses achados indicam
que D3 pode modular vias de sinalizagdo associadas a polarizagdo de macréfagos para um fenétipo anti-inflamatério. Sem
comprometer a viabilidade celular e demonstrou efeito protetor quando exposto ao NADPH oxidase.
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