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RESUMO

BATISTA, F. A. H. Estudos estruturais do receptor ativado por ativadres de
peroxissomos humano, hPPAR 2011. 97p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Irstitie
Fisica de Sao Carlos, Universidade de S&o PautoC8dos, 2012.

Os PPARs séo fatores de transcricdo ativados gantis, pertencentes a superfamilia dos
receptores nucleares, que sao considerados sert®répideos capazes de transformar
alteracdes nos padrbes de lipideos/acidos grax®@mnismos em atividade metabdlica.
Com isto, os 3 isotiposi(d ey) estdo associados a diferentes desordens metabaélheno
doencas vasculares, diabetes, obesidade, caneetas doencas mentais que constituem um
grave problema de saude publica mundial, o0 queatesta classe de proteinas, um valioso
alvo para a industria farmacéutica. Embora a inmeift do hPPAR na regulagdo da
transcricdo de genes relacionados a uma sérieodegsos metabdlicos seja conhecida, ndo
h& ainda nenhum farmaco no mercado cujo alvo stgareceptor. O maior conhecimento a
respeito da estrutura deste receptor pode trazdaresimentos capazes de auxiliar o
desenvolvimento racional de farmacos. Desta forma, presente trabalho, buscou-se
encontrar caracteristicas estruturais importanfega a seletividade e especificidade dos
ligantes pelo isotip@. Para tal, determinou-se as condi¢cdes de expressawmificacdo da
proteina hPPAR LBD, bem como as condicbes apropriadas de mardmedg mesma por
meio da técnica de dicroismo circular. O estadgoafiérico deste receptor foi determinado
em solucdo através das técnicas de cromatografia egolusédo de tamanho e por
espalhamento dinamico de luz, onde se concluilagqu®teina € monomérica nas condi¢cdes
testadas. Além disto, através de uma estruturdtdeesolucdo da proteina hPPARBD
com o ligante GW 0742, propds-se a construcao derdotantes, V312M e 1328M, através
dos quais concluiu-se que estes dois residuosa@agmlmente importantes para interagéo
de ligantes estruturalmente relacionados com GW2,0&b isotipod, indicando dois
determinantes relacionados a seletividade detkgguor este isotipo. Como existem poucos
relatos sobre a estrutura completa deste receptoonsequentemente da influéncia que os
dominios N-terminal e DBD apresentam sobre o damiBiD, um breve estudo da interacao

diferencial entre o receptor nuclear hPRARIIl e trés diferentes cofatores, em presenca de



ligante agonista e antagonista foi realizado. Hata, determinou-se as condi¢cbes de
expressao e purificagdo da proteina hP® AR, e prosseguiu-se com ensaios de anisotropia
de fluorescéncia, atraves dos quais ficou clarocqu@ cofator apresenta um padrao diferente
de interacdo com a proteina que pode ser dependenteitras regides da proteina além
daquelas ja classicamente descritas. Isto é ura fodicativo de que diferentes regides do

hPPAR podem ser chave no processo de regulagédo panidé de cofatores.

Palavras-Chave: Receptor Nuclear. PPAR. Ligantes.



ABSTRACT

BATISTA, F.A.H. Structural studies of human peroxisome proliferato activated
receptor, hPPARS. 2011. 97p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Institle Fisica de Sdo
Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos,.2012

PPARs are transcription factors activated by ligadklonging to the superfamily of nuclear
receptors, which are considered to be lipid sensapsible of making changes in patterns of
lipid/fatty acid metabolic activity of organismshé@ three isotypesi( andy) are associated
with different metabolic disorders and vascularedses as diabetes, obesity, cancer and
certain mental illnesses which comprise a serioaddwide public health problem, making
this class of proteins a valuable target for tharptaceutical industry. Although it is known
the importance of hPPARN regulating transcription of genes related sedes of metabolic
processes, there is still no drug on the marketctid to this receptor. Knowledge about the
structure of this receptor can bring clarificatiable to assist the rational development of
drugs. Therefore, in the present study, we soughftnd structural features important for
selectivity and specificity of ligand binding byetlisotypes. To this end, we determined the
conditions of expression and purification of theotpm hPPAR LBD, as well as the
appropriate conditions for maintaining it throudte ttechnique of circular dichroism. The
oligomeric state of this receptor in solution wageimined through the techniques of size
exclusion chromatography and dynamic light scattgrivhich concluded that the protein is
monomeric under the conditions tested. In additibrgugh a high-resolution structure of the
protein hPPAR LBD with the ligand GW 0742, we proposed the canmgton of two
mutants, V312M and 1328M, through which it was daded that these two residues are
potentially important for interaction of ligandsstturally related to GW 0742 with the
isotype. As there are few reports based on the metructure of this receptor, and
consequently about the influence of the N-termaral DBD domains with the LBD domain,
a brief study of the interaction between the nuclegeptor differential hPPARFull and
three different cofactors in the presence of ag@md antagonist ligands were performed. For

this, we determined the conditions of expressiah @urification of the protein hPPARFull,



and using fluorescence anisotropy, it became thedreach cofactor has a different pattern of
interaction with the protein which may be dependentother regions of the protein in
addition to those already described classicallyisTie a strong indication that different

regions of hPPAR can be key points in the regulatory process thiaugdactors.

Keywords: Nuclear Receptor. PPAR. Ligand
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1 Introducéo

1.1 Receptores Nucleares

A superfamilia dos receptores nucleares é divididatrés familias ou classes: classe
1, familia dos receptores esteroidianos (receptiggsogesterona, estrogeno, glicocorticoide,
andrégeno e mineralocorticéide), classe 2, famdls receptores tireoideanos/retindides
(receptor de vitamina D, retindide, tireoideandieaaor da proliferacdo de peroxissomos) e
classe 3, familia dos receptores 6rfaos, cujostégaainda ndo foram definidas

Os receptores nucleares apresentam basicamentesmam@mposicdo estrutural,
formada por uma regiao N-terminal (A/B) pouco cowada entre os receptores, um dominio
de ligacdo ao DNA (C ou DBD), uma regido de ligagatre os dominios (D), e uma regido

que contém o motivo de ligacdo ao ligante (E/F BD), de acordo com a figural

Dominio
N-terminal

s c 0 E

Dominio de Dimwr!l-iw de
1 Ligagdoao Ligagédo ao
\ DNA [DBD) Ligante (LBD)

Ligante

Figura 1 - Composicdo estrutural dos receptores nuclearese Baperior da figura, disposi¢cdo linear dos
dominios que comp8em os receptores nucleares. Rdetgor, disposicdo tridimencional dos
dominios, apresentando a interagdo entre o recepseu elemento responsivo contido na fita de
DNA. Modificado a partir dé.

A regido A/B é a mais variavel em tamanho e congdmsda sequéncia e apresenta, na
maioria dos casos, um dominio AF-1 que é respohpéle ativacdo constitutiva do receptor,
independente de ligante. Esta regido apresentéady célula e promotor especifica,

sugerindo que ela seja responsavel pela espeaifieide acéo entre isoformas de receptores
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As interacbes DNA-proteinas sdo realizadas atrad@s sequéncias altamente
conservadas denominadas dominio de ligacdo ao DINMlos os receptores nucleares
reconhecem sequéncias derivadas do mesmo motddldeformado por seis pares de bases
(5-Pu GGTCA, Pu sendo A ou G) e denominado elemeasponsivo. Apesar disto,
processos como mutacdes, inversoes e repeticoesmesvo geram elementos responsivos
que sdo especificos para cada classe de recépt@edominio de ligagdo ao DNA é
basicamente composto por dois motivos denominathasfinger,onde em cada um existem
quatro residuos de cisteina coordenados por unoéaderii™.

Os receptores nucleares podem se ligar a seus reessneesponsivos na forma de
mondmeros, homodimeros ou heterodimeros. Os elemsrgponsivos que séo reconhecidos
por dimeros sédo constituidos por dois motivos denieecimento arranjados de tal forma a
permitir o perfeito contato DNA - proteina. As déates formas através das quais o receptor
pode se ligar a seu elemento responsivo estaoaedatas as diferencas nos dominios de
ligacdo ao DNA e no dominio de dimerizata® dimerizacédo é um mecanismo que aumenta
a afinidade, a especificidade e a diversidadegdgdio do receptor ao DNA

Ja foram descritas duas interfaces de dimerizaisdimteds em receptores nucleares,
uma fraca, existente no dominio de ligacdo ao D&Autra forte, no dominio de ligacdo ao
ligante. A interface de dimerizacdo do dominio idaddo ao DNA estéa relacionada com a
selecdo por elementos responsivos enquanto queexigacao favorecida pelo dominio de
ligacdo ao ligante é responsavel por estabilizatlimeros.

O dominio de ligacdo ao ligante (Figura 2A e Baestvolvido em diversas funcdes
reguladas pela ligacdo do ligante, como a tranglc@ara o nucleo, dimerizacéo, ativacao
da transcricdo de genes alvo e associacdo conmimasteguladors'. A estrutura terciaria
deste dominio é comum a todos os receptores, couepas variacées, sendo basicamente
formado por 12a-hélices, numeradas de 1 a 12, e 2 a 4 fdthasstruturadas como um
“sanduiche”. Um cerne central hidrofobico, compogtor trés hélices, é empacotado
formando uma cavidade (o0 bolsédo de ligacao) capadmodar o ligante relacionado a cada
receptor. E neste dominio que esta presente o ARi@, responsavel pela ativacdo da

transcricdo dependente de ligante



23

Figura 2 - Estrutura cristalografica do receptor PRARDBID: 2GWX), mostrando as “trés camadas” de
empacotamento das 12 hélices que comp8em os LBDmntsia dos receptores nucleares. A) e
B) Duas visbes do LBD que diferem em 90° uma daapwgm relacdo ao eixo vertical. As
camadas séo representadas em vermelho, roxo eAaziglhas betas sdo mostradas em amarelo
e os loops em branco. A partir tfe

A transcricdo de genes em eucariotos € reguladaifamentes niveis. Existem 3
diferentes tipos de RNA polimerases e diferentésrda de iniciagdo, que sao responsaveis
por dois niveis de contrdfe Outro nivel de controle esta associado aos fatiedranscricéo,
capazes de se ligar ao DNA, como o0s receptoregamed, que auxiliam na funcdo da RNA
polimerase Il nos genes alvdsEstes fatores de transcricdo regulam a transcigéhica
através da formacdo de complexos multiprotéicasstitaido por um grupo de cofatotés

Os cofatores de receptores nucleares (também deadas correguladores) incluem
proteinas correpressoras, coativadoras e protagsasiadas correpressoras ou coativadoras.
Os cofatores que regulam positivamente a transcryginica, e cuja associacdo € ligante
dependente, sdo denominados coativadores enquiueles, capazes de se ligar a receptores
apo ou complexados com ligantes antagonistas, medpeis pela inibicdo da transcricdo, sao
denominados correpressares

Desta forma, a ligacdo de um agonista a um recepidear resulta na dissociacao
do complexo correpressor e recrutamento de coatiegadque sao responsaveis pela
modificacdo da estrutura de histonas e da cromager@ndo uma estrutura de DNA aberta
para a transcricdo, enquanto outros sao resposgaekai ligacdo a maquinaria transcricional
(Figura 3}%'® Em auséncia de agonistas ou na presenca de mistagp o complexo
correpressor associado, recruta histona desaestijag outras enzimas capazes de fortalecer

a estrutura da cromatina), reprimimindo a trangcrigénic& *°
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Complexo Coativador

" ‘W
R

Ligagao do Ligante Complexo Transcricional

é

Receptor Nuclear Transcngé})

QV/NINININININININININTNY

Complexo Correpressor

Figura 3 - llustracdo da regulacdo exercida pelos complex@givemlores e correpressores sobre os
receptores nucleares. Uma vez que os ligantesgaen liao receptor nuclear, o complexo
correpressor se desliga, dando lugar ao complextivedor, iniciando uma cascata de eventos
que culminam na transcri¢éo dos genes alvos dpt@ceuclear. Modificado a partir He

De maneira geral, os cofatores exercem suas furatfegds do remodelamento da
cromatina ou atuando como moléculas adaptadoras @st receptores nucleares e 0s
componentes da maquinaria basal de transcficd® maneira ligante dependente.

Coativadores que interagem diretamente com re@pitaucleares contém uma ou
mais regiées conservadas LXXLL (L=Leucina, X=qualquaminoacido), cuja estrutura
secundaria é de uma hélice anfipatica, respongilaldireta interacdo com a regido AF-2
dos receptores nucelafed

Embora diferentes receptores sejam capazes d@aealds dominios LXXLL das
proteinas coativadoras, existe uma utilizacao elifgal destes dominios pelos diferentes
receptores nucleares, sendo que esta ligacéo gmefalr é ditada pelos residuos presentes nas
regides carboxi e N-terminal destes domfhios

A interacdo entre 0s receptores nucleares e seatvadores se da através da
formacdo de uma interagdo denominadhatge-clamp onde um residuo conservado de
acido glutamico da hélice 12 e uma lisina preseatéélice 3 do receptor, fazem interacdes
de hidrogénio com as leucinas 1 e 5 do dominicigiedo do coativadarEstes contatos
orientam e posicionam o dominio de ligacdo do eadtr e permitem 0 empacotamento dos
residuos de leucina no bols&o formado pelas héicé® 5 ou 3, 5 e 6 dos receptdres

Correpressores apresentam motivos de ligagdo tancb@servados, formados pela

sequéncia LXXI/HIXXXI/L (L=leucina, X - qualquer ampacido, I=isoleucina, H=histidina),
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representando uma hélice mais estendida quandoatadg com a hélice existente nos
coativadore¥. De acordo com o0 modelo da ratoElrapés a interacdo de um agonista com o
receptor nuclear, a hélice 12 atua como uma tampaela o bolsdo de ligacdo ao ligante do
LBD. Apenas com a conformacdo “fechada” da hélizeo& coativadores sédo capazes de
interagir com os receptores nucleares, sendo gaedqua hélice 12 estd em conformagéo
“aberta” (por intermédio de ligacdo com antagonatgor auséncia de ligante no bolséo de
ligacdo), o receptor nuclear apenas se associataimas correpressofdsA exclusdo da
ligacdo de um tipo de cofator em detrimento dométexplicada pelo fato de ambos os tipos
de proteinas compartilharem regides de ligacdcepoltas nos receptores nucleares. A hélice
mais longa dos correpressores se ajusta em unokfolsAado pelas hélices 4, 5 e 6 do LBD
do receptor nuclear, obstruindo a regido onde a@divamores interagem e, desta forma,
impedindo a ativacdo da transcri¢go

Assim como observado para os coativadores, difasengs residuos “X” (do dominio
de ligacdo) e em aminoacidos adjacentes ao domiénligacdo nos correpressores, bem como
nas sequéncia de aminoacidos das hélices 4, 5oerécdptor, contribuem para a diferenca
nas afinidades entre os diversos receptores eipasteorrepressords

Em contraste com a interagdo bem descrita enti@otes e a regido AF-2 dos
receptores nucleares, a interacdo dos mesmos cegiga AF-1 (presente na regido A/B dos
receptores nucleares), independente de ligantey&pconhecida. Publicacbes recentes vém
apresentando resultados que ajudam a ilustransfpela qual cofatores, que interagem com
a regido AF-2, apresentam atividade AF-1 dependente

Gelman e colaboradofésdemonstraram que o PPARnterage com o coativador
p300 através dos motivos AF-1 e AF-2 de forma ligamdependente e dependente. Também
apontando para a importancia da presenca da régid@ominal do receptor para interacao
com o cofator, estdo os dados de Berbaum e Haffigoe mostram que o dominio LBD do
PPARy apresenta menor afinidade por coativadores enga@la construgcdo completa do
mesmo receptor, ainda que nédo tenha sido posséa@hprovacéo da interagdo dos cofatores
com o motivo AF-1. Para o receptor de estrégeng,(Efteracao do coativador SRC-1 com

ambos os motivos AF-1 e AF-2 também ja foi demauwistf.

1.20s receptores ativadores de proliferacao de pesaxisos
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1.2.1 Introducao

Os PPARs sao fatores de transcrigdo ativados gemtks, pertencentes a superfamilia
dos receptores nucleafed® Os PPARs estdo envolvidos na regulacédo da difiergio
celular, desenvolvimento, metabolismo de aclcalipédeos e tumorigéneSe

O PPAR: (NR1C1) foi o primeiro representante da familisea identificado em uma
biblioteca de figado de rafb Nos anos seguintes, o receptor foi isolado derefites
organismo¥, com conseqilente mapeamento do gene humano nmssomo 2%. Este
receptor mostrou-se responsivo a substancias gnaibras de peroxissomos e por esta razao,
passou a ser denominado receptor ativador da gnadfio de peroxissomos (PPARNa
realidade, esta nhomenclatura ndo é adequada paPPARs de humanos, uma vez que
nenhum dos isotipos € responsavel pela proliferagigeroxissomos em humanos sendo
mais correta a utilizacdo do nome “receptores dtigapor ativadores da proliferacdo de
peroxissomos”

O isotipoy foi primeiramente isolado de figado Henopu?® e, assim como os dois
outros isotipos, ja foi isolado em diferentes org@aims, sendo que em humanos, é encontrado
no cromossomo >3 Duas isoformas do PPARNR1C3), com diferencas apenas no N-
terminal, j& foram identificadas, sendo ambas delag do mesmo gene atravéssgkcing
alternativo e uso de promotores alternativos

O isotipo PPAR foi primeiramente denominado PPARjuando isolado de uma
biblioteca de odcitos d&enopud® sendo que a proteina correspondente de camundoingo
denominada PPAR por ndo apresentar ampla conservacao da seqij@maxia em relacao
aquela identificada enxenopu?®. O PPAR também foi denominado FAAR (receptor
ativado por acido grax®) em ratos, e NUC1 em human®suja localizacdo do gene foi
identificada como sendo no cromossonia Apesar da divergéncia na nomenclatura desta
proteina, apds a analise das sequéncias primasagedeptores concluiu-se que a subfamilia
dos PPARs é constituida apenas por trés representano receptor PPARpassou a ser
entdo denominado PPAR (NR1C2f°. Apenas por questdo de praticidade, no presente

trabalho, este receptor serd denominado RPAR
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Os PPARs apresentam expresséo tecido-especifigpemdente do isotipo. O PPAR
€ expresso em altos niveis nos 6rgdos que apresaigaificante metabolismo de acidos
graxos como o tecido adiposo marrom, figado, musacédo e miscult®® O PPAR é
expresso na maioria dos tecidos, sendo os nivesxplessdo em certos tecidos dependente
da proliferacédo e da diferenciacdo celular. Estep®®r esta associado com processos que se
dao na pele, nos intestinos, na placenta, no teailposo, no cérebro e no musculo
esquelétic®. As duas isoformas do receptor PRABS0 encontradas no tecido adiposo
marrom e branco, promovendo a diferenciacdo dgsdaitios e o estoque de lipideos. Além
disto, o PPAR1 é expresso em outros tecidos como intestinolaseltasculares, células do
sistema imune, além de células inflamatéfias

Os PPARs podem regular a transcricdo através danisetos distintos que podem
envolver, ou ndo, a ativacao a partir da interagio ligantes. A transcricdo pode ser ativada
de forma dependente de ligante, através da ligagAdNA, sendo esta denominada
transativacao ligante dependente. Este mecanisié@ rekacionado ao recrutamento de
complexos de coativadores que modificam a estrutararomatina e facilitam a associacéo
da magquinaria transcricional ao promotor dos gehess".

Além de promover a transcricdo, os PPARs tambénerpoteprimi-la de forma
ligante-dependente, inibindo a atividade de oufi@sres de transcricdo como aqueles
pertencentes a familia N&. A transrepressdo ligante dependente, ao contrdaio
transativacdo, ndo envolve a ligacdo aos elememtgponsivos de proliferador de
peroxissomos (PPRES)A repressdo de genes alvos pode ainda ser @alimauséncia de
ligantes, sendo denominada repressdo ligante indep&, e acontece através do
recrutamento de complexos correpressores que aitago as atividades dos complexos
coativadore¥.

A regulacéo transcricional realizada pelo PPAR &ettlavés da heterodimerizacéo
dos isotipos com o receptor de retindide X (RXR)deeque os PPARs séo incapazes de se
ligar como monémeros aos seus elementos respofisi@&eterodimero ativa a transcricdo
através de sua ligacdo as sequéncias de DNA deadasnelementos responsivos de
proliferador de peroxissomos (PPREs). Os PPREfos@@ados por repeticdes diretas de dois
“meio-sitios”, cuja sequéncia consenso € AGGTCAnN aspagamento de um nucleotideo
entre as duas metades e denomin@ifact Repeatl (figura 4Af? Entretanto, a anélise
detalhada do PPRE de diversos genes, aliada adoedds efeitos de mutacbes nas mesmas,
levaram a definicdo de determinantes adicionaisP&IREs: uma extensdo no meio sitio 5,

um cerne DR-1 imperfeito e um residuo de adeninzoaaoucleotideo espacador entre os dois
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meio sitios gerando a seguinte sequéncia cons®&i$ACT AGGNCA A AGGTCA-3'.
Estas particularidades contribuem para a ligacéise do PPAR-RXR em detrimento da
ligacdo de outros receptores que também reconhebementos responsivos DR:1 0
PPAR e 0 RXR ligam-se aos meio-sitios 5’ e 3' dareinto responsivo, respectivaméfte
sendo que a regido 5’ flanqueadora do PPRE confrdma a seletividade de ligacdo de cada
isotipo pertencente & subfamilia (FiguraZB)

Sitio de Extensao PPAR RXR

NN |

AAACTAGGTCAAAGGTCA

//—-\
Ligante : \ /3 Ligante
-
| _

dO°
) C
[ PPAR ][ RXR ]
5 — —
AGGTCA A AGGTCA
_— _—
A Repeticédo Dirsta B

Figura 4 - A) Heterodimero formado entre os receptores PPARI @ RXR (roxo claro) mostrando o
posicionamento de ambos sobre a Repeticdo Diretd DY GGTCA A AGGTCA). Modificado
a partir d&*. B) Na parte superior da figura encontra-se a &ecjéi do elemento responsivo,
contendo a DR-1, junto com a seqléncia flanqueaBlgranportante para a especificidade de
ligacao do heterodimero PPAR-RXR. Abaixo, posicineato dos DBDs do PPARvermelho)
e do RXR: (azul) quando ligados ao elemento responsivo. fibadio a partir d&.

Os representantes desta classe de receptoresadatdonados ao controle de diversos
genes e, consequentemente, estdo envolvidos emsaivprocessos metabdlicos: fisiologia
da pele, sindrome metabdlica, resisténcia a ireuli@terosclerose, diferenciacdo de

adipdcitos, implantacao do zigoto, processos tuisoeatre outro@>46-4°

1.2.2 PPAR e Ligantes

Os PPARs sao considerados sensores de lipideosesaga transformar alteracdes
nos padrdes de lipideos/acidos graxos dos orgasigmoatividade metabdlica, levando ao

catabolismo de &cidos graxos ou ao estoque deedigfd A diversidade de funcées
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desempenhadas pelos receptores desta subfaméiainéshsecamente relacionada a sua
capacidade de acomodar diferentes tipos de ligameseu sitio de ligacdo. Desta forma, os
trés isotipos sdo capazes de se ligar a uma arapia dge ligantes endogenos, relacionados
com o metabolismo lipidico como acidos graxos, taglandinas, leucotrienos, fosfolipideos
e produtos de seu metabolistho

Devido seu potencial terapéutico no tratamento efomiens metabdlicas, diferentes
classes de ligantes sintéticos para PPAR tém sdendolvidas, bem como, a busca por
ligantes de origem natural capazes de interagir esta subfamilia de receptores nucleares.
A primeira classe de farmacos reconhecidos conamtgs de PPAR foram os fibratos. Seu
desenvolvimento veio da observagao, nos anos 5@udealguns compostos derivados de
certos acidos eram capazes de promover a hipoe@esa em ratos e humandssendo que
o primeiro fibrato a ter sua utilizacdo clinicaeliada para uso nos EUA foi o clofibrato
ainda que sua ligagdo com a classe dos PPARs s$® donhecida. Durante os anos 70 e 80,
diversos fibratos capazes de diminuir os niveigagrde lipideos foram identificados, tais
como genfibrozil e fenofibrato, até que nos anosa&6eguranca associada aos fibratos foi
concluida, bem como, o mecanismo de acdo dos mesmonsolidando a utilizacdo dos
fiboratos como medicamento pra o tratamento de piligimia, através da ativacdo do
PPAR:>%>?

Outra classe presente no mercado que apresenta atvooum PPAR sdo as
glitazonas, ligantes do isotipo Elas foram descobertas numa tentativa de meltzoespdo
hipolipemiante dos fibratos, sendo que o primeomgosto liberado para utilizacdo clinica
foi a Troglitazona, que anos mais tarde foi retratb mercado por causar toxicidade
hepaticd”. Diferentemente dos fibratos capazes de normalixais de lipideos, as glitazonas
apresentam acao hipoglicemiante, aumentando abgilegle a insulina nos 6rgaos alvos e
reduzindo os niveis de acido graxo e glicose erieptes com diabetes tipa*2.

Aléem das glitazonas, as sulfoniluréias constituemtrao classe de farmacos
hipoglicemiantes, com acdo em PPARue se encontra disponivel para uso clifiico.

Existem na literatura diversos relatos de composabsrais capazes de ativar um ou
mais isotipos de PPAR. Mueller e colaboradreemonstraram a ativacdo de PRABOr
compostos extraidos de diferentes tipos de pimentesmoscada, alcaguz, colorau, coentro,
acafrdo e estévia. A ativacdo de PRApOr flavondides ja foi descrita para compostos
extraidos de varias origens tais como frutas legasas e folha® >’ Além destes, o acido
ajulémico, um composto da classe dos canabintidesiém é capaz de se ligar e ativar o

isotipoy®®>*
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Diferentes compostos sintéticos ja se mostraranazespde ativar o isotips™® "

porém, até o presente momento, ndo ha medicamaptogados para uso clinico cujo alvo
seja o PPAR. Apesar disto, agonistas deste isotipo estdo esenglelvimento para o
tratamento de dislipidemia, obesidade e/ou resigténinsulina como MBX-8025, CER-002,
e KD3016°.

1.2.2 PPARS

1.2.2.1 Sindrome Metabdlica.

A prevaléncia da obesidade atingiu niveis que actarnza como epidemia na
sociedade moderna. A obesidade estad associad@&m@ativcondi¢cdes clinicas, denominadas
coletivamente como sindrome metabdlica, que enmolkasisténcia a insulina, diabetes tipo
2, dislipidemia, hipertensdo e doencas coronariamaarteriais. Numerosas evidéncias
sugerem que a obesidade afeta a comunicacao eetalo adiposo e outros orgaos devida a
alteracdo na producdo de adipocitocina e que asdgmo de gordura no figado e nos
musculos leve ao desenvolvimento de resisténciasalina e diabetes tipo®2 Embora
diversos fatores estejam associados ao desenvaoitorda sindrome, o estilo de vida, dietas
hipercaléricas e sedentarismo sao fatores de eiseolvidos em seu desenvolvimefito

Alternativas farmacolédgicas e ndo farmacolégicas $édo desenvolvidas no intuito
de tratar a sindrome metabdlica e/ou as condigseximdas como a obesidade e a resisténcia
a insulina. Os tratamentos direcionados contra iohés apresentam apenas moderado
sucesso. Os tratamentos direcionados contra dsabipie 2, embora tenham apresentado
sucesso terapéutico tém a desvantagem de trazegamma de efeitos adversos que podem

levar ao abandono do trataméfito
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E descrito na literatura os beneficios dos agomidtareceptor PPARem condicdes
de dislipidemia, aterosclerose, obesidade, aperteotbsterol assim como no decréscimo nos
niveis de triglicérides e glicose em modelos arsrpaitadores de diabetes tig¥. 2

Estudos utilizando animais geneticamente modifisade culturas celulares
demonstraram que o PPARcontrola o catabolismo de &cidos graxos na muscala
esquelética através da regulagédo da expressames gevolvidos com a queima dos mesmos
assim como com a alteracdo da composicéo das masfibusculares para um fenétipo mais
oxidativo. Foi observado ainda que o aumento nabcdismo de acidos graxos também se da
no tecido adiposo marrom. Estas observacoes erpkra partes os efeitos deste receptor em
condicdes de obesiddde

1.2.2.2 Sistema Nervoso Central e Doencas Reladlaisa

Além do papel desempenhado pelos receptores neslaarmetabolismo de lipideos,
sabe-se que os trés isotipos desta familia de teregpsdo expressos em tecidos do sistema
nervoso central (SNC) de ratos durante a embriggéngendo que o PPARE 0 mais
abundante e aquele que permanece sendo expresso apécimento, enquanto os niveis de
PPARy e PPAR decrescem. Embora este padréo de expressao issppoifico e controlado
durante o desenvolvimento sugira que esta famé@semipenhe funcdes durante a formacao
do SNC, pouco se conhece a respeito do papel desbanio por estes receptores neste
cenarid®.

Observacdem vivo ein vitro apontam que o PPARE o isotipo prevalente no cérebro
sendo encontrado em todos os tipos celulares. Eridogque ele esteja relacionado ao
metabolismo de lipideos no cérebro, uma vez quaasique nao expressam este isotipo
apresentaram padréo de mielinizacéo altéf2doA ativacdo do PPARem oligodendrécitos
imaturos promove diferenciacdo celular, turnoveraturacdo da mielifta

lwashita e colaboradof¥s demonstraram que agonistas do receptor RPAR
apresentam atividade antiapoptética in vitro, agotd para um possivel potencial
neuroprotetor desta classe de drogas e colocarneoreseptor como um atrativo alvo

terapéutico em desordens neurodegenerativas emnsigie
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1.2.2.3 Injurias ao Tecido Epitelial.

ApOés injurias a pele, a cicatrizacdo é responspelkel cobertura do sitio exposto por
uma nova epiderme. O processo de cicatrizaca@adatite dindmico, sendo responsavel por
restituir a integridade da pele através do balaneo deposicdo de colageno e no
remodelamento e reparo do tecido na regido injetiaéste processo compreende diversas
fases: inflamacao, re-epitelizacdo e remodelam@atcicatriz. A resposta inflamatoria inicial
€ seguida de proliferacdo e migracdo de queratos)ccom paralelo reparo da derme
compreendendo a proliferacéio e diferenciacéo debfiastos, bem como, angiogérf8se

Entre as citocinas excretadas no local da lesaddatar de transformacdo de
crescimento TGH31 é responséavel por diferentes fungdes na reguldeddeposicdo e
remodelamento da matriz extracelular (MEC), bema@omadesao e proliferacao celular e na
modulacdo da resposta inflamatbfiaNos estagios iniciais da cicatrizacdo, a sintse
colageno é acelerada, seguida por um gradual deoesa taxa de sintese que se normaliza
no final do processo de cicatrizat%o

PPARy e sdo fundamentais no processo de recuperacaoaapis uma leséo, cada
qual exercendo funcées distiftasO isotipo o esta relacionado com a fase inicial de
inflamacdo. Animais PPAR null tiveram recrutamento de mondcitos, macrofagos e
neutrofilos deficiente para a area afetada, aptasda cicatrizacdo retardada na fase
inflamaté6rid®. Enquanto a expressdo do PRARtransientemente super regulada e paralela a
fase inflamatdria, os niveis de PPABmM queratinocitos se mantém durante todo o process
de cicatrizacdo. De acordo com estas observac@satazacao foi retardada em dois a trés

dias em animais PPARNuII®®

. O PPAR ¢é um importante regulador da sobrevivéncia de
queratinécitos na epiderme lesionada, além de estanlvido na adesdo e migracéo cefllar
Em concordancia com estas observacoes, esta o eéfedgonista especifico, GW1514, em
promover a diferenciacdo epitelial em camundongosvivo) sem afetar a proliferacdo
celular®. Foi verificado ainda que o tratamento topico emos com tal agonista acelerou a

restauracdo da barreira epitelial ap6s injuria@aagpor diferentes agentes agresstres
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Além do efeito exercido diretamente na viabilidadular, foi demonstrado que o
PPARS induz a expresséo de TBE’". Como o TGM1 esta relacionado com a regulacdo da
MEC, o PPAR, por intermédio desta citocina, é capaz de inflimna expressédo de genes
relacionados & regulacdo da MBQCorroborando esta observacdo, estdo os relatqaeda
ativacdo do PPARpelo, agonista GW501516, induziu a expressao geno Tipos | e I,
além de fibronectina, melhorando a cicatrizacadesmido lesionado de camundonfos

Desta forma, o PPAR participa na sobrevivéncia, migracdo e difererdmacie
queratinécitos, bem como na expressdo de fatoreME@E*"®® sendo considerado alvo

promissor tanto de interesse dermatoldgico, quesgmeético.

1.2.3.4 Tumores

O PPAR esta relacionado com importantes fungfes celulm@®o adesdo,
proliferagcéo, diferenciacdo e sobrevivéncia. Tam@ssos estdo intimamente ligados com o
desenvolvimento de tumores e a andlise dos dadafostpor diversos grupos, estabelece
uma correlacdo entre o receptor e algumas formasugeeres. Dependendo do tecido onde
ocorre, a ativacdo do PPARpode ter consequéncias que favorecem o surgimento
desenvolvimento da patologia (aumento na propriedis migragcédo celular e resisténcia a
apoptose), como conseqiéncias protetoras (dimimuii@ proliferacdo celuldd Sao
necessarios maiores conhecimentos de como esfgoeéecapaz de controlar tais processos

a fim de torna-lo um possivel alvo terapéutico aotile destas doencgas.
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2  Objetivos Gerais

Doencas vasculares, diabetes, obesidade, canceengas mentais sdo desordens nao
transmissiveis que coletivamente constituem umegmoeblema de saldde publica mundial.
Segundo dados da Organizacdo Mundial de Sauds,destardens serdo responsaveis por 73
% dos Obitos no ano de 2020, sendo que em paiseswtdvidos, doencas nao transmissiveis
ja levem a 79 % dos 6bitos registrados

O hPPAR (PPARS humano) estd relacionado com véarias destas doenéas
transmissiveis. Sdo doencas que atingem a poputagdo um todo, ndo distinguindo entre
pobres, ricos, homens, mulheres, jovens ou idoBesta forma, encontrar farmacos
(agonistas ou antagonistas) capazes de interagir esie receptor e levar a prevencao,
melhora e/ou cura das patologias associadas,degeande valia para os sistemas de salde e
de previdéncia do mundo todo, que reduziriam gasiasionados com o tratamento e com as
consequéncias geradas por estas doencas.

O maior conhecimento a respeito da estrutura destptor, bem como dos mecanismos
envolvidos em sua interacdo com seus elemento®nesps e com o0 receptor RXR,
ajudariam a elucidar mais claramente as funcdesnggmnhadas pelo hPPARiém de
auxiliar no desenvolvimento racional de farmacos.

Agonistas do hPPAR como os farmacos da classe das glitazonas, d@éadds no
tratamento de diabetes tipo 2 dadas suas propdaedidiminuicdo dos niveis de glicose no
sangue e de aumentar a sensibilidade a insulinané3ana forma, os agonistas do hPRAR
(farmacos da classe dos fibratos), séo utilizadasag a sua habilidade de reduzir os niveis
plasmaticos de triglicerideos. Por outro lado, apel® ja ser conhecido que o hPRAR
capaz de regular a transcricdo de diversos genasiomados a uma série de processos
metabolicos, ndo ha nenhum farmaco no mercadoatujoseja este recepf6r>

Com isso, 0 objetivo do presente trabalho é ampBasonhecimentos existentes sobre
o hPPAR), que € o isotipo sobre o qual menos informac&odisponivel, principalmente no
que tange a sua caracterizacdo estrutural. Pai@ garrealizou estudos diversos, incluindo
caracterizagdo funcional em cultura celular, caradacdo bioquimica e caracterizacao
estrutural através de técnicas que possibilitaraatizat 0 comportamento do hPPARem

solucéo, quando associado aos elementos resporsambgante.
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2.10bjetivos e Justificativa de Cada Abordagem

2.1.1 Estudos realizados com o dominio de ligacdo aoiga(LBD)

Por estarem relacionados a uma ampla gama de sefé&tologicos, os receptores
nucleares sao importantes alvos terapéuticos éregnte € intensa a pesquisa em busca de
agonistas que combinem em uma Unica molécula daesferapéuticos associados a dois ou
mais isotipos destes receptdféé Apesar disto, algumas desordens podem ser tsatadis
adequadamente com agonistas seletivamente assocadpenas um isotipo. O grande
desafio para esta abordagem € a grande similarigitdgtural e seqiencial que existe entre
alguns membros desta vasta familia de proteinas.

A estrutura tridimensional do LBD dos PPARs é ameesncontrada em outros
receptores nuclear@ssendo que o sitio de ligacdo é um bolsdo em folend, formado por

& 39808 Figura 5). O braco | é a regido mais polar dis&me, por esta razéo, é

3 braco
responsavel pela acomodacédo da cabeca hidrofdséighntes do PPAR. O braco Il € a parte
mais hidrofébica do bolsdo seguida pelo braco ue ¢ formado por residuos hidrofilicos e
hidrofébicos. A parte hidrofébica dos ligantes ®R#3ARs pode interagir com o braco Il ou

com o lll.
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Figura 5 - Superficie da molécula hPBABD com destaque para as regides dos trés bracsiiad de
ligacdo mostrados em amarelo (braco 1), verde ¢l2ae vermelho (braco 3).

Os residuos que formam o LBD sé&o cerca de 80% p@uEs entre os trés isotipos
(Figura 6), sendo que o braco Il é a regido maiservada dentro do domifiioO braco |
apresenta outra importante regido conservada gssupd residuos polares (Thr253, H287,
H413 e Y437, no hPPAR por exemplo) que sédo responsaveis por interad@dsdrogénio
entre a proteina e 0 grupo carboxilato dos ligantestas interacbes levam ao
reposicionamento da hélice 12, modificando a conégéo do receptor e posicionando o AF-

2 na conformac&o ativa, permitindo o recrutameetoahtivadores.
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Consensus PLLOEIYKDEY

Figura 6- Alinhamento das sequéncias dos LBDs dos PRAR{fa), s (beta) ey (gama).

Devido o tamanho, o dinamismo e alto grau de coagéo dos residuos dos bolsbes
de ligacdo dos PPAB estes receptores sdo capazes de acomodar unaagessa de

ligantes. Desta forma, a base para a seletividagspecificidade dos ligantes de PPAR por
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estes receptores constitui um importante objeteestado. Com a finalidade de elucidar
mecanismos de afinidade, seletividade e espeafieid mais informacbes sobre as bases
moleculares da interagcdo entre receptores e mostlgantes tornam-se crescentes.

Para isto, os objetivos dos estudos com a constiugB do hPPAR foram:

expressao e purificacdo da construgao hRPIED

ensaios para determinacao da estabilidade damaatei diferentes tampdes

» caracterizacdo do estado oligomérico da proteina

» cocristalizacdo do hPPAR.BD com o ligante especifico GW 0742

e estudos comparativos entre a proteina nativa e mastacom a finalidade de
compreender algumas das bases relacionadas coletisidede e especificidade de

tal ligante por este isotipo.

2.1.2 Estudos relacionados ao receptor completollFu

Embora estudos com um ou dois dominios dos re@ptarcleares tenham ajudado a
elucidar muitos dos mecanismos nos quais estasipagt estdo envolvidas, é desejavel a
obtencéo de dados relativos a estudos realizatosas@roteinas completas. Esta abordagem
torna-se necessaria para verificar a influénciaayues dominios, como a regido N-terminal,
podem ter sobre o comportamento dos receptoresaresl

Seguindo esta abordagem, até o presente momerdohdéna literatura relatos da
influéncia da regido N-terminal ou de outras regide LBD do hPPAR que nao a interface
ja conhecida, no recrutamento de proteinas cofatbhma vez que a importancia desta regido
ja foi demonstrada para outros receptores nuclearekiindo os dois outros isotipos de
PPAR? 24 h4 fortes razdes para se acreditar que o mesomiega com o isotipd. Desta
forma, nesta parte do trabalho buscou-se:

» estabelecer protocolos para a expresséo e puabadg receptor hPPAREU

e elucidar como a regido N-terminal, e consequente&anenmotivo AF-1, pode

influenciar a afinidade do receptor por peptideofatores, alterando assim a
atividade do hPPAR
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3 Materiais e Métodos

3.1 Estudos relacionados ao LBD

3.1.1 Testes de Expressao

O plasmideo contendo a sequéncia referente a woasthPPAR LBD (residuos
171-441) inserido no vetor pET15 (Novagen) (Figdja (generosamente doado pelo Dr.
Willian Hunter-University of Dundee) foi inseridonecepa BL21(DE3) d&scherichia coli.

T7 promoter primer #68348-3

Bglll T7 promoter lac operator Xbal rbs
_Neol His+Tag Ndel  Xhol BamH|
ey SerSar i s s 31 1141 sSer Sere L8 utaL brohe 4B LuSari sMe Loyl uhsmPron | ok aAs iy A o419
Bpul1021 thrombin ' T7 terminator
-.. <G .4‘ aCluleullarlallaThrAl ab ‘.:: n "-: ‘ ‘ a

T7 terminator primer #80337-3

Figura 7- Mapa da regido de clonagem do vetor de Expresséd pth (Novagen).

Bactérias contendo o plasmideo de interesse ceasggor 12 horas em meio Luria
Broth (LB) em presenca de 28/mL de Ampicilina, a 37°C sob agitacéo (150 RPM)mL
desta cultura foram utilizados para inocular 1 Lndeio LB estéril, em presenca de 250
ug/mL de Ampicilina e incubado a 20 ou 37°C sobaggib (150 RPM) até atingir a B=
0,6-0,8. A temperatura foi entdo ajustada para208pu 23°C, com posterior inducdo da
expressdo com 1mM de IsoprofibP-Galactopiranosideo (IPTG), por 16-18, 5 ou 3akor
respectivamente.

3.1.2 Expressdo em larga escala e purificacdo datpina hPPAR LBD
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Uma vez determinada a melhor condicdo de expreasa®lulas foram centrifugadas
e ressuspendidas em 20 mL de tampéao A (20Heldles pH 7.5, 300 mM NacCl, 5% glicerol,
10 mM B-mercaptoetanol) acrescido de 10 mM Fenilmetilsulfioor (PMSF) e lisozima a
250 pg/mL, por litro de cultura. O lisado foi sado, centrifugado, posteriormente
submetido a cromatografia de afinidade em resinacal®lto Talon Superflow oMetal
Affinity Resin (BD Biosciences Clontech, Palo AIlGA) e eluido em gradiente de Imidazol
(0-300 mM). As fragBes, contendo a proteina pwifa; foram concentradas e o Imidazol foi
retirado pela lavagem da amostra com tampao A emecdrador Amicon (10 kDa). A cauda
de histidina foi clivada com Trombina (7 U/mg piiagg, a 18°C em 12 horas. A verificacdo
da condicdo mais apropriada de expressédo, a afigi€éa clivagem da cauda de Histidina,
bem como a verificacdo da qualidade da purificdogam analisadas através de eletroforese
em gel desnaturanteddium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electayphis- SDS Page
corado por Coomassie Blue. A concentracdo da peotei determinada utilizando um kit

comercial contendo o corante de Bradio(@io-Rad, Hercules, CA).

3.1.3 Cromatografia por Exclusdo de Tamanho

A massa molecular aparente e, consequientementtadoeoligomérico da proteina
hPPAR LBD foram determinados utilizando-se uma colun&xguséo molecular Superdex
75 10/30 (Amersham Biosciences) acoplada a AKITA purifier system(Amersham
Pharmacia Biotech), equilibrada com tampao A. Agira a uma concentracédo dey®4 foi
aplicada na coluna a um fluxo de 0,5 mL/min, exadume de eluicdo foi comparado aqueles
dos padrdes de massa molecular e raio hidrodinamico

Os padrbes de massa e Rh utilizados foram Conatlau(iib kDa), Ovalbumina (44
kDa), Anidrase Carbonica (29 kDa), Ribonuclease,7(18a) e Aprotinina (6,5 kDa)
(Sigma), todos eluidos em mesma condicdo que aipeot

A curva de calibracéo foi construida através deguéiico de Kav x log do PM (dos
padrdes), o qual € dado de acordo com a seguinsE&g

_Ve-Vo
Vt-Vao

Kav , sendo: Ve = volume de eluicdo da amostra, Vo lame de excluséo e

Vt = volume total de coluna.
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Com o objetivo de determinar o Rh da proteina,reacde calibracdo Kav x log Rh,

baseada nos raios hidrodinamicos, foi construida.

3.1.4 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Aplicou-se a técnica de DLS para monitoramento stad® oligomérico da proteina
hPPAR LBD. Para tal utilizou-se o equipamento DynaPro otein Solutions), em
medidas realizadas a 4°C, com tempo de aquisicd®ds, totalizando 30 aquisicdes por
medida. As analises foram realizadas em tampaemicsa concentracdo da proteina ajustada
para 32, 64, 160, 208 e 4481. A influéncia do glicerol presente no tampéao descontada
em cada analise. Antes das medidas, as amostes fantrifugadas a 10000 RPM por 10
min para retirada de possiveis agregados. Os fi@ias obtidos pelas médias das aquisi¢cdes

e graficados em funcdo da concentracéo de proteina.

3.1.5 Determinacdo da Estabilidade da Proteina Asatla por Desnaturagéo

Térmica, Monitorada por Dicroismo Circular

Para determinacdo das melhores condi¢cdes para engéotda proteina, o hPPAR
LBD, em tampéo A, foi diluido & uma concentracamlfide 4,50M em tampdes contendo
diferentes compostos e incubado por 15 minutosCaaéteriormente a medida. Analisou-se a
estabilidade da proteina em relacdo a diferentes pehcentracdo de NaCl e presenca de

aditivos. A descricdo completa de cada tampéoesaptada na tabela 1.
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Tabela 1 - Composicdo dos tamp@es utilizados no ensaio déikddale da proteina hPPARLBD
analisada por dicroismo circular.

Composicédo do Tampao

1) Acetato de Amoénio 20 mM, pH 6,5, NaCl 300 mM,icétol 5%, 10 mM f-
mercaptoetanol

2) Tris 20 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, Glicerol 5%, &V B-mercaptoetanol

3) Borato 20 mM, pH 9,0, NaCl 300 mM, Glicerol 589, mM B-mercaptoetanol

4) Hepes 20 mM, pH 7,5, NaCl 300 mM, Glicerol 5%5% Chaps, 10 mM3-
mercaptoetanol

5) 4) Hepes 20 mM, pH 7,5, NaCl 300 mM, Glicerol,526 mMp-mercaptoetanol

6) 4) Hepes 20 mM, pH 7,5, Acetato de Amdnio 500 ,n®licerol 5%, 10 mMp-
mercaptoetanol

7) Fosfato de Sodio 20 mM, pH 7,5, NaCl 300 mM, c&iol 5%, 10 mMp-
mercaptoetanol

8) Hepes 20 mM, pH 7,5, KCI 200 mM, Glicerol 5%, -mercaptoetanol

9) Hepes 20 mM, pH 7,5, NaCl 50 mM, Glicerol 5%,mM B-mercaptoetanol

10) Hepes 20 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, Glicerol 3% ,mM -mercaptoetanol

11) Hepes 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, 3 mM EDTA)@{% Tween 20, Glicerol 5%,

10 mM B-mercaptoetanol

As medidas foram realizadas em espectropolarindetsooJ715 (Jasco Corporation,
Japao), equipado com um sistema de controle dectamopa Peltier, em cubeta retangular de
guartzo de 1mm de caminho éptico, com aquecimeradugl de 2 em 2°C, em intervalo de
20 a 70°C, tempo de resposta de 16 s, largura dgabde 1 nm, sendo as alteragbes na
estrutura secundaria da proteina, induzidas pelecagento, monitoradas em 222 nm. O
branco (tampéo testado + tampé&o A) foi subtraida@ias as medidas e os ensaios foram
realizados em triplicata.

Curvas de desnaturacéo foram obtidas a partidddes experimentais. Para tanto, os
valores relativos a elipsidade, expressa em terg®svariacdo do sinal obtido, aqui
denominada fracdo de proteina desnaturada (fdgmfarolocados no eixo das ordenadas
enquanto aqueles relativos a variacdo da tempartdtam colocados no eixo das abscissas.

O calculo da fd é dada por
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_ 4 — éobs
a-a

fd , fn+ fd =1,

sendofbbsé o sinal obtido em cada temperaturé e & os sinais relativos a proteina no

estado inicial e final, respectivamente.

Para determinacdo da temperatura média de desg@ut™, os dados foram ajustados
de acordo com a equacao sigmoidal de Boltzmandaela com o programa GraphPadPrism
v.4.00 for Windows, Graphpad Software, San Diegh, GSA):

(Min — Max)

o e |

Y= elipsidade medida normalizada em cada temperaioalisada

y = Max+

Nesta equacgao define-se:

Min = elipsidade normalizada minima

Max = elipsidade normalizada maxima

Tm = temperatura média de desnaturagéo
T = temperatura onde a medida foi tomada

Slope = coeficiente associado & cooperatividaderdeesso de desnaturacao

assumindo-se que todas as alteracdes de elipsidesde devidas a transicdes entre os
estados nativo e desnatur&itide acordo com este modelo assume-se que, na reomge
relativa ao Tm, encontram-se, em solucéo, metasiendéeculas de proteina no estado nativo

e metade no estado desnaturado.

3.1.6 Cristalizacéo, Coleta de Dados e RefinamedadVodelo

Para realizagdo dos ensaios de cristalizacao, pétaaa proteina foi mudado para 20
mM Hepes pH 7.5, 500 mM Acetato de Amoénio, 10 f¥Mnercaptoetanol, de acordo ¢Bm
A proteina hPPARLBD (256 uM) foi previamente incubada por 4 horas, a 4°C peesenca
do ligante GW 0742 (solubilizado em DMSO), na rag@mar 1:4 proteina: ligante. Nestes
ensaios a concentracao final de DMSO néo foi saparb%. Os cristais da proteina com o
ligante cresceram pela técnica de gota “sentadb8°&, com solucdo de po¢o contendo 14%
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(m/v) polietilenoglicol (PEG) 8000, 200 mM KCI, 48M bis-Tris-propano (pH 9.5), 6%
propanol, 1 mM CaGl A gota depositada era formada pqtd 210 complexo roteico, 0.5ul

do detergente n-Octfi-D-tioglicosideo e 2.5 da solucdo de poco. Os cristais se formaram
apos 3 dias e apresentavam formas geométricas dferdés.

Os cristais foram transferidos para uma solucapurietora formada pela solugcéo de
poco acrescida de 10% de glicerol, sendo imediatmesfriado a 100 K em nitrogénio
antes da coleta de dados. A coleta de dados @gdifide Raios-X foi realizada na linha MX-
2 do Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLSanipinas, Brasiff, usando radiacéo
sincroton em comprimento de onda de 1.459 A, cdimadidade de aumentar a eficiéncia da
difracdo do cristal. As imagens de difracao foragistradas em um detector MAR225, com
oscilagcéo de 1° por imagem.

A reducdo de dados foi realizada com o programa 2@KIScalepadk. As

estatisticas da coleta de dados séo apresentatseia?.

Tabela 2 —Parametros estatisticos da coleta e processamesittados de difracdo de Raios-X.

Comprimento de Ondad) 1,46
Grupo Espacial 2121
Cela Unitaria &) 35,466 74,766 96,287
Faixa de Resolugé@i}{ 24,4 (1,95)
Numero de Reflex6es norking Set 19134 (2519)
Numero de Reflexdes niest Set 978 (135)
Rfactor 19,5 (25,6)
Rfree 24,6 (30,2)
Completeza (%) 99,28 (99,1)
Redundéancia 5,8 (4,7)
116 Médio 17,3 (2,6)
Bfactor Médio 24,85
Ramachandran Outliers 0/303

Os valores entre parénteses representam aqueltégagkl Gltima faixa de resolucéo.

A estrutura cristalogréafica do hPPARBD (PDB ID 3ETZ") foi utilizada como

modelo inicial para o processo de substituicdo outde, através do programa PHASERO
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modelo atémico foi obtido através de ciclos altdosade refinamento com o programa
COOT* e de minimizacdo com o programa PHERIIDXAs moléculas de solvente e de ligante
foram incluidas no ultimo passo de refinamento. @defo final era constituido por um

mondmero na unidade assimétrica, composto pelddues de Glyl67 a Tyr441l, uma

molécula do ligante GW 0742, 185 de moléculas dm &uma molécula de glicerol. Todos
os residuos da proteina foram encontrados em gepienitidas de acordo com o gréafico de
Ramachandran.

Os contatos entre a proteina e o ligante foramisams com o programa Ligpigt
seguida por inspecdo visual com o programa COOTa distancia de corte de 3,4 A foi
utiizada para as interacbes de hidrogénio. A gsumimiedo de diferentes estruturas
cristalograficas de PPAR foi realizada com o prograSuperpose e analisada com o
programa Pymol (DeLano Scientific).

Caodigo de acesso no PDB (Protein Data Ba&g:coordenadas atdmicas e os fatores
de estrutura do complexo hPPARBD:GW 0742 reportado aqui estdo depositados nB PD
com o codigo 3TKM.

3.1.7 Mutacbes e Plasmideos

As mutacdes no dominio de ligacdo ao ligante doARBPLBD foram introduzidas
por PCR, num vetor ja existente (PP&FAL4), através da sobreposicao de primers contendo
as mutacdes com o vetor existente, pela técnicQuikChange site-directed mutagenesis,
com o kit da companhia Stratagene.

O mutante V312M foi obtido usando os primers 5’AGECC AAC GGC AGT GGC
TTT ATG ACC CGT GAG TTC CTG CGC AGC CTC-3' e 5-GAG GO3CG CAG GAA
CTC ACG-3’, enquanto para o mutante 1328M os prangilizados foram 5- GTA GCC
AAC GGC AGT GGC TTT ATG ACC CGT GAG TTC. Ambas magies foram verificadas
por sequenciamento.

O plasmideo reporter pGRE-LUC (elemento responderdsAL4, vetor reporter da
luciferase de vagalume) e hPPARBDGal4 inserido em vetor pBIND foram gentilmente
cedidos pelo Dr Paul Webb (The Methodist Hospitaséarch Institute, Houston, USA). O
plasmideo pRL-TK, que contém a luciferaseRi#milla, foi comprada da empresa Promega

(Dual-Luciferase Report Assay systBnomega, Madison, WI).
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3.1.8 Ensaio de Transativacéo

Células HepG2 foram cultivadas em meio DEMEDulbecco's Modified Eagle's
Med) suplementado com 10% de soro fetal bovino inatiy@dmM de glutamina, 50 Ul/mL
de penicillina/estreptomicina, em atmosfera com &&6CQ a 37°C. Para 0s ensaios de
transativacdo, as células foram removidas por itigecdo e plaqueadas, a AP’
celulas/poco, em placas de 24 pocos.

A transfeccéao celular foi realizada, usando oeatgFUGENE 6 (Roche), 10@ de
plasmideo contendo a constru¢do LBD dos hRiEARe y nativos ou hPPAR mutante e a
construcdo DBD (dominio de ligacdo ao DNA) de G&d,ng de plasmideo repérter de
luciferase e hg de plasmideo de luciferaseRenillapor poco.

Diferentes concentracbfes dos agonistas GW 7647, GM2 e Rosiglitazona
especificos para os isotipos p e y respectivamente, foram adicionados 24 horas apds a
transfeccéo. Passadas 24 horas de incubacdo o ksdalar foi preparado e o ensaio de
luciferase foi realizado utilizando o kidual-Luciferase Report Assay SystéRromega)
(Figura 8).A emissao da luz foi tomada pela integracdo solsegbindos de reagcdo em um
contador Safire (Tecan, Tecan US, NC, USA). A dade da luciferase de vagalume foi
normalizada pelo nivel da atividade da luciferasdRdnilla, a qual foi medida no mesmo
lisado. Cada concentracdo de agonista foi testadé&iplicata. Os dados foram analisados
como médias das triplicatas, com seus respectiesgias padréo. As curvas dose-resposta e
os valores de E{s foram obtidas com o ajuste dos dados a uma fudgse-resposta

sigmoidal calculada a partir de equacdes do progi@maphPad Prism (version 5.0).
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Figura 8- Esquema representativo do sistema de transativelgéste sistema células HepG2 séo
transfectadas utilizando-se 3 plasmidios distinfRFB3AR-GAL através do qual é expressa uma
proteina quimérica com o LBD do PPAR desejadopheilo ao DBD de Gal 4; Luciferase de
Vagalume onde a proteina quimérica (ap6s a interegé ligante especifico) se liga e induz a
expressdo de luciferase de vagalume; LuciferasRatglla onde a luciferase dRenilla é
expressa constitutivamente e utilizada nos proocedios de normalizacdo. Através da
luminescéncia medida apés a interacdo entre &hasé e a luciferina (adicionada ao meio), é
possivel obter 0 Ef do ligante testado para cada receptor. Figurailgemte cedida pela
doutoranda Amanda Bernardes.

3.1.9. Docking e simulagdes de dindmica molecular

Os complexos do PPAR y e dos mutantes, bem como do ligante GW 0742, foram
construidos usando a conformacéo do ligante olatighartir da estrutura cristalografica do
complexo PPAR LBD:GW 0742 (PDB ID 3TKM). Para isto, as estrusii@dos LBDs dos
PPARsa ey (PDB ID 3ET1 e 3ET3 respectivamente) foram solstggono complexo do
PPARS e as coordenadas do ligante foram copiadas nagueas dos PPARs ey. Os
modelos dos mutantes do PPARBD, V312M e 1328M, foram construidos usando o
programa YASARA®. Todas as estruturas foram submetidas a minintzdedenergia e
simulac¢des de dindmica molecular usando YASARAa©mos de hidrogénio dos modelos
foram criados usando parametros de campo de farcgual foi obtido a partir do
YAMBER3. Uma caixa de simulacéo foi definida emA%o redor de todos os atomos de
cada complexo. A protonacao foi realizada baseadate 7,0. A neutralizacdo da célula foi

atingida preenchendo a caixa com moléculas de @d&/Cl" como contra jons. Uma breve
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simulacao de dinamica molecular (SDM) foi realizadaa o ajuste do solvente, retirando-se
agua até que a densidade de 0.997 g/ml fossedsingm passo de minimizacdo de energia
foi realizado até que a velocidade méaxima dos asdimsse inferior a 2200 m/s. A seguir, 500
passos desimulated annealindoram realizados com a temperatura de 0 K. Finalenéoi
realizada uma simulacdo de 4 ns (nanosecond)8 & 29um cutoff de ligacdo de 7.86 A. O

tempo de simulacéo foi ajustado para estabilizaoogatos entre a proteina e o ligante.

3.2 Estudos relacionados ao receptor completo (Jull

3.2.1 Testes de expressao

O plasmideo contendo o inserto relativo a constrii¢dl do hPPAR (residuos 1-
441) foi inserido em cepa de E. coli BI21 (DE3).IUl#s positivas para a presenca deste
plasmideo cresceram em 5 mL de meio LB (pré-ingcolum 25ug/mL de Kanamicina, por
12 horas, a 20 ou 37°C sob agitacdo (150 RPM). Qawaindculo, foi utilizado,
posteriormente, para inocular 30 mL de meio LB rdstém presenca de 25@0g/mL de
Kanamicina e incubado a 20 ou 37°C sob agitacéd RPM) até atingir a DO600=0,8-1. A
temperatura foi entdo ajustada para 18 ou 20°C, posterior inducdo da expressao com
0,1mM/0,5mM/1mM de Isopropip-D-Galactopiranosideo (IPTG), por 16-18, 5 ou 3akor

3.2.2 Expresséo em larga escala e purificacdo dat@ina hPPAR Full

Uma vez determinada a melhor condicdo de expre$shinps de meio de cultura
foram inoculados. ApOs o periodo de inducdo, asulal foram centrifugadas e
ressuspendidas e incubadas em 300 mL de tampéaeécato de PMSF 10 mM e lisozima a
250 pg/mL por uma hora, em gelo, para o rompimdatparede celular. Apds esse passo 0

extrato foi sonicado 6 vezes por 30 segundos consegfundos de descanso e depois,
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centrifugado 14.000 rpm (Sorvall-SS34) por 40 nosut 4°C e posteriormente submetido a
cromatografia de afinidade em resina de cobaltorT8luperflow oMetal Affinity Resin (BD
Biosciences Clontech, Palo Alto, CA) e eluido eaxdggnte de Imidazol (0-300 mM).

Além da cromatografia de afinidade, associou-se passo de cromatografia por
exclusdo molecular utilizando-se uma coluna Supeitte 10/30 (Amersham Biosciences)
acoplada a um AKTApurifier system(Amersham Pharmacia Biotech), equilibrada com
tampéao Tween (Hepes 10 mM, pH 8,0, NaCl 150 mMO®0 Tween 20, Glicerol 5%, 10
mM B-mercaptoetanol), para adequada purificacdo da BFAR

A cauda de histidina foi clivada com Trombina (7rid/ proteina), a 18°C em 12
horas. A verificacdo da condicdo mais apropriadageessao, a eficiéncia da clivagem da
cauda de Histidina, bem como a verificacdo da dadé da purificacdo foram analisadas
através de eletroforese em gel desnaturasweiym dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis- SDS Pageorado por Coomassie Blue. Posteriormente, ast@as foram
concentradas e estocadas a —80°C até o momentsoddAwconcentragdo da proteina foi

determinada utilizando o corante de Bradio(Bio-Rad, Hercules, CA).

3.2.3. Titulagcdo monitorada pela Técnica de Anismpia de Fluorescéncia

Os cofatores utilizados nestes experimentos foraptigeos contendo as regibes
LXXLL dos coativadores ou LXXI/HIXXXI/L dos correpssores, marcados com a sonda
fluoresceina (Invitrogen). Utilizou-se os correpaes NCOr e SMRT e o coativador TRAP-
220.

Previamente as medidas, o PRARBD foi dialisado contra tampao Tween/EDTA e
o PPARB Full contra tampé&o Tween e concentrados atgN8OPara cada medida, 10 nM do
peptideo desejado foi diluido em 200 de tampéo (Tween/EDTA para a construcdo PPAR
LBD ou Tween para a construcdo PRARull), com posterior adicdo de concentracdes
crescentes da proteina desejada. A cubeta foi lEvenagitada e deixada incubando por 2
minutos apos cada adicdo de proteina e antes denedida.

As medidas foram realizadas com as proteinas ggantéis ou em presenca de um
agonista (GW 0742) ou de um antagonista (GSK 0@&&a tanto, incubou-se cada proteina
com o ligante desejado numa razédo 1:2 (proteimat@) por aproximadamente 3 hs a 4°C.
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Apos este periodo as amostras foram centrifugadd®080 RPM por 5 minutos e a
concentracéo foi verificada.

Cada curva obtida é resultado de pelo menos dgisriexentos independentes. A
normalizag&o da anisotropia para cada experimentibfida pela equacéo:

Anisotropiaormar(ANiSOtropignediga ANISOtropignin)/ (Anisotropianax-Anisotropianin)
onde,

Anisotropigormal =Sinal normalizado

Anisotropianedidga =Sinal obtido em cada concentracdo de proteinacadida
Anisotropianin =menor sinal obtido

Anisotropiaax =maior sinal obtido

Depois de normalizados, os dados experimentaamfagraficados utilizando uma
equacdo para um sitio de ligacdo (Sinal=§ixal Concentracdo da Proteinaj(k+
Concentracado da Proteina)) através do programahBaapPrism versao 4.00 para Windows
(GraphPad Software, San Diego California USA).

As medidas foram executadas em um fluorimetro ISB-@SS), montado em
geometria L, a 10°C. O comprimento de onda de émiasilizado foi de 495 nm, utilizando-
se um filtro decuttoffde 515 nm para coletar a luz emitida.

A anisotropia foi calculada pelo programa Vinci-I&&Sseguinte maneira:

A = (Ipar—1 pen) / (Ipar + Zlpey)
onde par € a intensidade de luz polarizada quando os podads estdo em paraleloygéd

a intensidade quando os polarimetros estado pexqpdais.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Estudos relacionados ao LBD

O plasmideo contendo o inserto relativo a constrigED do hPPAR (residuos 171-
441) foi inserido em cepa de. coli BI21 (DE3) Células positivas para a presenca deste
plasmideo cresceram em 5 mL de meio LB, conu@mlL de Ampicilina, por 12 horas, a
37°C sob agitacdo. Cada tubo com tal contetdo, migxaolo pré-indculo, foi utilizado,
posteriormente, para inocular 1L de meio LB emgmea do mesmo antibiotico. Para que as
melhores condicfes para expressao da proteinarfasseontradas, 3 diferentes conjuntos de

temperaturas e periodos de inducéo foram testadirg mostrados na tabela 3.

Tabela 3 -Condiges utilizadas para testar a expresséo deipachPPAR LBD.

Temperatura de Temperatura de Inducéo da Periodo de Inducao
Crescimento Celular (°C) Expresséo Protéica (°C) (horas)
20 20 5
37 23 3
37 18 16-18

Em cada condicédo, o crescimento celular se deagitdicdo constante (150 RPM) até
que a DQg = 0,6-0,8 fosse atingida. Uma vez alcancada aidkmhs celular desejada, a
inducdo foi realizada com 1 mM de IPTG, mantidgitagéo.

De acordo com a figura 5, observa-se que a eXwessonteceu nas trés condi¢cdes
testadas. Isto € demonstrado pela banda em tor80 klea (massa aproximada da construcao

hPPAR LBD) nas colunas 3, 5 e 7, referentes a aliquitaseio apos o periodo de inducgéo.
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Figura 9 - Teste de Expressdo do hPRARBD. Coluna 1, Padrdo de massa molecular de acowdoos
valores apresentados a esquerda da coluna; Cdudas 6 representativas da cultura antes da
inducao, nas temperaturas de 20, 37 e 37°C regpeaite; Colunas 3, 5 e 7 representativas da
cultura apds a inducéo, nas temperaturas de 28,183C respectivamente. As setas indicam as
bandas relativas a proteina de interesse.

Apesar de haver expressdo em todas as condi¢ciesporendimento apos 0 processo
de purificacéo foi conseguido com o crescimentalaela 37°C seguido de inducdo a 18°C.
Uma provavel explicacdo para isto reside no fatstadgroteina (assim como outros
receptores nucleares) ficar majoritariamente ngéfransoltvel (Figura 9A coluna 3). Desta
forma, a condicdo onde a solubilidade da protedhaefativamente maior foi considerada a
melhor condicdo de expressao.

Uma vez determinada a condicdo adequada parassfpreprosseguiu-se com a
purificacdo da proteina hPPARBD. Para tanto, apos o periodo de inducdo, asaseforam
centrifugadas e ressuspendidas em tampao A (delm@mm o descrito em materiais e
meétodos). Como a construcdo apresenta cauda d#intaso lisado foi incubado com resina
de cobalto, sendo a proteina eluida com concemsactescentes de imidazol. Os géis
realizados apds a purificacéo sdo apresentadofigusas 10A e B E possivelnotar que,
embora a maior parte da proteina esteja na fraggmuvel (Figura 10A coluna 3), houve
éxito na adequada purificacdo do receptor nuclPasta forma, o conteddo eluido nas
concentracdes de 60 a 300 mM de imidazol foi calooam concentrador e “lavado” para
eliminacdo do imidazol. A cauda de histidina favatia com trombina (7 U/mg proteina), por
12 horas (Figura 10C, Coluna 3) e a proteina msi@t foi concentrada, dosada pela

metodologia de Bradford e armazenada em freez&€-8@& o momento do uso.
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Figura 10 - Purificagdo e Clivagem da Cauda de Histidina daeffta hPPAR LBD. A) Purificagdo por
Afinidade. Coluna 1- Padréo de massa molecularur@ol- Sobrenadante, ColunaRellet,
Coluna 4-Flow throw, Coluna 5- Lavado, Coluna 6- 30 mM Imidazol, fragd@bluna 7- 30
mM Imidazol, fragdo 2, Coluna 8- 40 mM Imidazolag¢fol, Coluna 9- 40 mM Imidazol,
fracdo2, Coluna 10, 50 mM Imidazol, fragdol. B)ifeacdo por Afinidade. Coluna 1- Padrédo
de massa molecular, Coluna 2- 50 mM Imidazol, waZ&Coluna 3- 60 mM Imidazol, fracéo 1,
Coluna 4-60 mM Imidazol, fragcdq Zoluna 5- 100 mM Imidazol, fracdo 1, Coluna 6- Holl
Imidazol, fracdo 2, Coluna 7- 150 mM Imidazol, fia¢l, Coluna 8- 150 mM Imidazol, fracéo2,
Coluna 9- 300 mM Imidazol, fracdol, Coluna 10, B Imidazol, fracdo2. C) Clivagem da
Cauda. Coluna 1- Padrao de massa molecular, C8luAates da clivagem, Coluna 3- Depois
da clivagem. As setas indicam as bandas relatipastaina de interesse.

Para a verificacdo do estado oligomérico da pratéiRPAR LBD, a proteina foi
submetida a cromatografia por exclusdo de tamanhoceluna Superdex 75 10/30,
previamente calibrada com padrdes de massa maletGuM da proteina purificada foram
aplicados na coluna com posterior eluicdo em tamdpaomm fluxo de 0,5 mL/min. Uma vez
obtido o volume de eluigdo da proteina, este fongarado aqueles dos padrdes de massa
molecular, através do grafico de Kav x log PM (caescrito em materiais e méetodos). Além
disto, o Rh foi obtido através do grafico de Kdog Rh.

A figura 11apresenta o cromatograma obtido. E possivel obsarpeesenca de um

pico bem definido e a formagdo de outro pequeno.dRara averiguar onde a proteina
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hPPAR LBD eluia, as fracOes representativas de cadafpraon submetidas a eletroforese
desnaturante e o resultado pode ser visualizadlwseato da figura 11. Através desta analise,
evidencia-se que a proteina de interesse eluidrag8es correspondentes ao segundo pico
encontrado no cromatograma (fracoes de 25-28)takdés relativas ao primeiro pico (de 14-
18), ndo apresentaram a proteina de interesserenadao deste pico pode ter sido devida a
algum contaminante de maior massa molecular, pesem baixa concentracdo (0 que
inviabiliza sua visualizacdo através da técnicaS@&-Page), a algum agregado (também
presente em baixa concentra¢do) ou a eluicdo de qApermaneceu na preparacdo apoés a
lise celular. Desta forma, uma vez que se detemmm@ico relativo a eluicdo da proteina
hPPAR LBD, seu volume de eluicdo foi determinado. A setade aponta o volume de
eluicdo equivalente a 13,42 mL, que correspondaaroteina de massa molecular aparente

de 30,9 kDa (de acordo com a curva de calibracao).
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Figura 11 - Cromatografia de Exclusdo Molecular da ProteinaAHRPLBD. 160uM da proteina hPPAR
LBD foram eluidos em coluna Superdex 75 10/30yipreente equilibrada com tampéo A, a
um fluxo de 1 mL/min, com fracdes de 0,5 mL.Posicdo da eluicdo do hPPAR LBD, [
Posicdo da eluicdo do padrao Conalbuminaosicdo da eluicdo do padrao Ovalbumina,
Posicéo da eluicdo do padrdo Anidrase Carbdnid2gsicdo da eluicdo do padrdo Ribonuclease.
As fragOes 23 e 28 estéo assinaladas. Inserto:F2iQ8-das fracdes referentes ao pico da eluicdo
da proteina. Coluna 1- Padrdo de Massa Moleculglyn@ 2- fracdo 16, Coluna 3- fragdo 17,
Coluna 4- fracdo 23, Coluna 5- fracdo 24, Colun&&:ao 25, Coluna 7- fracdo 26, Coluna 8-
fracdo 28.

A construcdo apresentada neste trabalho (incluosloesiduos remanescentes do
vetor pET-15 apds a clivagem da cauda de histidestd representada na figura D2
acordo com esta seqiiéncia e utilizando o prograR@QTPARAM’}, a massa molecular
tedrica calculada da proteina € de aproximadam@hbj kDa. Desta forma, a massa
encontrada pelo método de cromatografia por exalusdlecular, fica em concordancia com
a massa tedrica predita, sendo esta equivalente amd monémero do receptor nuclear
hPPARS. Baseado ainda na sequéncia tedrica da proteinapeograma PROTPARAR, a
construcdo hPPARLBD apresenta ponto isoelétrico de 8,34 e a cdragio de 1 mg/mL da

proteina correspondem a g&1.
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i GSHVIQVADLKAFSKHIYNAYLKNFNMTKKKARSILTGKASHTAPFVIHDIETLWQ AEKGLVWKQL

iVNGLPPYKEISVHVFYRCQCTTVETVRELTEFAKSIPSFSSLFLNDQVTLKY GVHEAIFAMLASIVNKD

i GLLVANGSGFVTREFLRSLRKPFSDIIEPKFEFAVKFNALELDDSDLALFAAIILCGDRPGLMNVPRVEAI

é QDTILRALEFHLQANHPDAQYLFPKLLQKMADLRQLVTEHAQMMQRIKKTE TETSLHPLLQEIYKDMY

Figura 12 - Seqliéncia de aminoacidos da construcdo LBD daipeotd®PAR. Os residuos em vermelho
séo aqueles remanescentes do vetor pET-15 apidsigech da cauda de histidina, em verde esta
apontada a metionina iniciadora e em preto, osluesirelativos a proteina propriamente dita
(de acordo com Uniprot Q03181).

Outra forma de verificarmos o estado oligoméricopdateina é analisarmos o raio
hidrodindmicos da mesma e compara-lo ao de oudaeptores nucleares ja descritos. O Rh
(também conhecido como raio de Stokes) ndo é eratano raio da proteina hidratada, mas
sim, refere-se ao raio de uma esfera macica qd#éwsele em solucdo da mesma forma que a
proteina relacionada (mesmo coeficiente friccion@llcomportamento da esfera (bem como
da molécula protéica) depende de efeitos de highata de forma.

De acordo com a curva de calibracéo obtida atrdeégrafico de Kav x log Rh dos
padrées, o Rh da proteina hPRARBD é de 2,5 nm. Valores de Rh semelhantes janfora
descritos para outros receptores nucleares na fonmaoméric¥ > Além disto, este
resultado fica em concordancia com aquele encantess Nnosso grupo para a construcao
LBD do isotipo hPPAR, o qual se encontra na forma monomérica em corRcEes
superiores a 300M (dados nao publicados).

Embora as andlises de cromatografia por exclusélecular tenham apontado que a
construcdo LBD do receptor hPPAR um mondémero em solugéo, analisou-se a influ@leia
concentracdo no estado oligomérico desta protedlzat@cnica de espalhamento dindmico de
luz. Nesta técnica a velocidade de movimentacaordéculas em solugéo é relacionada ao
tamanho que ela possui. Isto € possivel porquewinmeato Browniano experimentado por
moléculas em solucéo esta relacionado ao coefecieictional da molécula, bem como com
seu tamanho e forma. Com esta técnica, determinaseficiente de difusdo translacional da
molécula (D) e com ela, determina-se o valor deafdociado a esta molécula pela equacgéo

de Stokes-Einstein:
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kB=constante de Boltzman
T=temperatura em Kelvin
Para a realizacao das medidas a proteina foi coademna 32, 64, 160, 208 e 44Mg.
As medidas foram realizadas em tampao A, em 30si&des de 2,5 s cada, a 4°C com
posterior determinacdo do Rh da proteina em cadaeotracdo analisada. A tabela 4
apresenta os resultados obtidos.

Tabela 4 -Raio HidrodinAmico da proteina hPP&ARBD, em fungéo da concentracéo, obtido pela técnic
de Espalhamento Dinamico de Luz.

Concentragdo da Proteina) Raio Hidrodinamico (nm)
32 2,1
64 3,0
160 2,3
208 2,3
448 2,6

Embora o resultado obtido para a proteina aqu@dseja discrepante (3,0 nm), os
demais ficam em concordancia com o raio determirgala técnica de cromatografia por
exclusdo molecular. A presenca de agregados queforam sedimentados durante a
centrifugacdo prévia pode ser uma possivel ex@glwapara este valor elevado na
concentracdo citada. Excluindo-se este valor, cdsel que a proteina hPPARBD é um
mondmero em solucéo independentemente da concam@aalisada.

Para a continuacdo dos estudos com o receptoranddRPAR LBD era necessario
verificar a melhor condicdo para estabilizacdo algsbteina. Para isto, procedeu-se com
ensaios de estabilidade térmica monitorada por deei@cnica de dicroismo circular. Por esta
técnica, € possivel monitorar a estrutura secuadiaiproteina, em cada tampéo utilizado,
conforme a temperatura na qual se encontra a peotairia de 20 até 65°C. Com o aumento
da temperatura, a proteina sofre alteracbes comfmomais devida o processo de
desnaturacao da mesma e, com isto, pode-se obtpar@metro denominado temperatura de
melting (Tm) que € relativo a estabilidade da proteinacoladicdo onde o aumento de
temperatura se deu.
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Para isto, 0 hPPARLBD foi diluido em cada um dos tampdes a ser des(dabela 1)
e mantido em gelo por 15 minutos antes que a mddske realizada. Medidas realizadas
ap6s 30 minutos e 1 hora ndo mostraram diferenigasficativas em relagdo aquelas
realizadas apdés 15 minutos (dados ndo apresentddms3ado o periodo de incubacao, a
temperatura no porta-cela variou de 20 a 65°C al@sacdes conformacionais foram
acompanhadas através do monitoramento da elipsiel@d222 nm. Este comprimento de
onda foi escolhido, pois se trata de um dos minicayacteristicos de proteinas ricas em
estrutura de hélice affa como é o caso do dominio LBD dos receptores atese

Neste ensaio foi verificada a influéncia da cotra&@o de NaCl, do pH e de aditivos,
na correta manutencéo da proteina hP®RBD apods o processo de purificacdo. As figuras
13A, B e Capresentam os resultados obtidos para cada tipdld@éncia estudado. A tabela 5
apresenta os valores de Tm obtidos em cada conidistala.

Tabela 5 -Temperatura média de desnaturacdo da proteina iPPRBIR, obtidas por dicroismo circular,
em presenca de diferentes tampdes.

Tampao (20 mM) Tm (°C)
Acetato pH 6,5 49,2 +0,2
Borato pH 9,0 46,3+0,1

Fosfato de Sodio pH 7,5 50,3+0,2
Hepes pH 7,5 495+0,1
Tris pH 8,0 49,5+0,2
Concentragao de NaCl (mM) Tm (°C)
50 50,0+0,1
100 49,7+0,2
300 49,5+0,1
Aditivo Tm (°C)
Acetato de Amoénio 500 mM 51,1+0,2
Cloreto de Potassio 200 mM 49,5+0,2
Chaps 0,5% 439+0,1
Tween 0,005%, EDTA 3 mM 52,0+£0,2
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Figura 13 - Desnaturacdo térmica da proteina hPRARD, monitorada por dicroismo circular a 222 nm.
A) Aguecimento da proteina diluida em tamp8es coistintbs sais tamponantes. B)
Aquecimento da proteina diluida em tamp&do Hepesn®® pH 7,5, Glicerol 5%,-
mercaptoetanol 10 mM em presenca de concentragéssentes de NaCl. C) Aquecimento da
proteina diluida em tamp@es contendo Acetato de miandCloreto de Potassio, Chaps e
Tween/EDTA. Os dados experimentais sao represestpétos pontos e a linha continua
representa o ajuste dos dados pela equacao denBaltz

De acordo com os valores de Tm obtidos, evidereigte os tampdes que contém
borato e chaps apresentaram maior influéncia no dpresentado pela proteina e,
consequentemente, em seu grau de estabilidade/éAtda figura 13A e C observa-se que 0
uso de pH 9,0, bem como a presenca de chaps, tigapsgnte, deslocaram o Tm do
hPPAR LBD para valores mais baixos. Isto significa questes tampdes, a estabilidade da
proteina foi menor em relagdo as demais condigitadas, uma vez que a condicdo na qual
se tem 50% das moléculas desnaturadas (Tm) fopgiddéinmais cedo na rampa de
aquecimento. Por outro lado, nenhuma outra condiedtada foi capaz de estabilizar a

proteina de forma que seu Tm fosse significativaeneraior em relacdo aos demais.
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Os tampodes testados sdo condicdes ja descritasr@arutencdo de outros receptores
ou mesmo, adaptagcdes delas. Com base nisto, noevabbtidos e principalmente, na
estabilidade da proteina ap6s seu descongelantatioju-se purificar a proteina no tampao
11 (denominado Tween/EDTA) para manutencdo da ipepte futuros experimentos e no
tampao 6 para os experimentos de cristaliZ&cao

Uma vez determinado o tampdo mais adequado pateals@har com o receptor
nuclear alvo deste trabalho, iniciou-se ensaio® pditencdo do cristal da proteina em
presenca do seu agonista GW 0742 (Figura 14).\agito do PPAR por este ligante esta
relacionada com diferenciacéo celular, com acatefm@ e de tratamento a alguns tipos de

tumores, & angiogénese e aumento da capacidadsivoaida musculatura esquelétitd® °"
98
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Figura 14 - Ligante GW 0742 com grupamentos quimicos assileal.

Os ligantes de PPAR geralmente apresentam um mddehoacoférico que é
constituido por uma cabeca hidrofilica orientadaseatido do motivo AF-2, formando
interacdes de hidrogénio com residuos polares dgobl, que estabilizam a conformacgéo
fechada da hélice 12, a qual é essencial paraagétercom os coativadofes®*®: O
grupamento hidrofilico esta ligado a uma caudadaofdbica por meio de um bragco com
tamanho e flexibilidade variavél A cauda hidrofébica normalmente ocupa o brace #
parte hidrofébica do braco Il do bolsdo de ligae&oforma de ¥°. O ligante GW 0742 é um
representante dos ligantes de PPAR que apresemadelo farmacoforico supracitado.
Embora existam estudos da relacdo entre a estrut@i@vidade sobre as bases quimicas
relacionadas com a seletividade (ele € cerca de 1€fes mais seletivo para o isotipem
relacdo aos demais) e a poténcia deste ligantbasess estruturais responsaveis por estas
caracteristicas ainda ndo sdo conhe&ldas obtencdo de um modelo estrutural com o

complexo proteina-ligante é fundamental para gqgegteestdes possam ser esclarecidas.
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Desta forma, obtiveram-se cristais do complexa petristalizagdo da proteina com o
ligante GW 0742. A resolucao estrutural obtidadei 1,95A, com um adequado mapa de
densidade eletrbnica (Figura 15), que corrobora cap@ncia predita pelo modelo
farmacoforico previamente descrito. Os grupameocaolsoxilato e tiofenol ocupam o braco |

do sitio de ligagcéo, enquanto a cauda, contendoupmmentos tiazol e fenil, ocupa o braco Il
(Figura 15).

Figura 15 - Estrutura cristalografica do complexo hPRARBD:GW 0742. (A) O ligante (bastbes
magenta) ocupa o LBD do PPARcartoon azul) e realiza interagbes com os residuos
pertencentes ao braco | (bastdes amarelos), btagmdtdes verdes) e braco Il (bastdes
laranja). Os atomos de nitrogénio, oxigénio, ereeffltor sao coloridos em azul, vermelho,
amarelo e azul claro, respectivamente. As figuseanfi geradas com o programa Pyitol

A numeracao dos residuos, a partir de agora cit&std de acordo com a sequéncia
completa de cada isotifd. Como indicado pelo programa Ligglgto ligante GW 0742
realiza 29 interac6es com o sitio de ligacdo doAHRFLBD (Tabela 6). A figura 16 mostra

os residuos envolvidos em tais interacdes, bem conpmsicionamento de cada atomo do
ligante.
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Tabela 6- Interacdes assinaladas pelo programa LigPlo¢ enteceptor PPARLBD e o ligante GW 0742.

atomo do atomo do tipo
ligante ligante PPARS residuo ligacao distancia

CAO GWO0742 CD2 LEU 433 apolar 3,6532
CBA GWO0742 CEl HIS 413 apolar 3,6903
CAK GwWO0742 CE1l HIS 413 apolar 3,6614
CAI GWO0742 CEl HIS 413 apolar 3,7533
CAV GwWO0742 CEl HIS 413 apolar 3,8466
CAM GWO0742 CD1 ILE 328 apolar 3,5373
SAS GwWO0742 CD1 ILE 328 apolar 3,3301
SAT GWO0742 CD1 ILE 328 apolar 3,4447
CAM GwWO0742 CG2 ILE 327 apolar 3,3979
CAL GWO0742 CD2 LEU 317 apolar 3,8989
CBE GwWO0742 CGl1 VAL 312 apolar 4,6358
CBE GWO0742 CG2 VAL 312 apolar 3,7474
CAY GwWO0742 CGl1l VAL 305 apolar 3,5413
CAP GWO0742 CD2 LEU 294 apolar 3,4367
CAl GwWO0742 CEl PHE 291 apolar 3,7958
CAB GWO0742 CG2 THR 252 apolar 3,7007
SAT GwWO0742 SG CYS 249 apolar 3,668

CBD GWO0742 SG CYS 249 apolar 3,5545
CAZ GwWO0742 SG CYS 249 apolar 3,5907
CAJ GWO0742 SG CYS 249 apolar 3,5629
CAA GWO0742 CB CYS 249 apolar 3,4451
CAV GWO0742 CB CYS 249 apolar 3,5229
CAM GWO0742 CB CYS 249 apolar 3,8427
CAA GWO0742 CEl PHE 246 apolar 3,4945
CAA GWO0742 CD1 PHE 246 apolar 3,5254
CAL GWO0742 CG1 VAL 245 apolar 3,8678
OAD GWO0742 OH TYR 437 polar 2,6823
OAD GWO0742 NE2 HIS 413 polar 2,7625
OAC GWO0742 NE2 HIS 287 polar 2,7884
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Figura 16 - Disposicéo esquemética dos residuos do hBRAD que interagem com o ligante GW 0742.
InteragBes de hidrogénio sdo apresentadas comaslimontiihadas enquanto as demais
interacdes sdo apresentadas como linhas tracegagagam o residuo da proteina ao atomo do
ligante que estdo interagindo. Os &tomos de nitiog@&xigénio, enxofre e flior séo coloridos
em azul, vermelho, amarelo e azul claro, respeauivide.

~

O atomo de oxigénio OAC, pertencente a cabeca filideodo ligante, faz uma
interacdo de hidrogénio com o residuo de His28ga®ono CAU, presente no grupamento
carboxilato, realiza uma interagéo néo polar camséduo de His413, assim como 0 oxigénio
OAD, presente no mesmo grupamento, faz uma interde&idrogénio com a His413. Este
atomo de oxigénio ainda é capaz de outra interdedudrogénio com o residuo de Tyr437.
Este conjunto de interagBes no braco | sdo respeisspela manutencdo da conformacao
fechada da hélice 12, no complexo hPBABBD:GW 0742 (Figura 17), como observado
para outros ligantes de PPERAIém disto, a interacdo com residuos da hélicéet? sido
apontada como fator essencial para que o ligadigzenuma resposta compativel com a de
um agonista complet®f. Apesar da descricdo de um agonista parcial dopisatique
realizava tais interacdes com a hélicé®3 2 presenca deste conjunto de interacdes em nossa
estrutura, associada ao valor desgta ordem de nanomolar encontrado em nossos ensaios

de transativacdo (Tabela 7) e ¥ipséo fortes indicativos de que o ligante GW 07428
agonista total.
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Figura 17 - Stereo viewdo sitio de ligacdo, mostrando a densidade elea@alculada para o ligante (mapa
de omisséo, contornadooz1.0) e os residuos do hPP&Responséaveis pela estabilizagdo do
ligante. Interacdes polares entre o0 hPBARD e o ligante GW 0742 sao mostradas como
linhas pontilhadas. Os atomos de nitrogénio, ox@gémxofre e fllor sdo coloridos em azul,
vermel_llg)o, amarelo e azul claro, respectivamentefigAgsas foram geradas com o programa
Pymofl™.

Ainda no braco I, o atomo CAA interage com o regidie Phe246 enquanto os
atomos CAIl, CAM e CAO interagem com os residuosPie291, 11e327 e Leu433,
respectivamente. Os atomos CAA, CAV e CAM, bem cand@tomos SAT, CBD e CAJ séo
responsaveis por interacdes com a Cys249. No bkagimmos do mesmo grupo, bem como
seus substituintes realizam interacdes com osuesitfal245, Val305, Val312, Leu3l7 e
lle328. Por outro lado, no braco lll, o atomo deboao CAB interage com o residuo Thr252
enquanto o carbono CD2 interage com a Leu294.

Embora todos os PPARs possuam o sitio de ligacafoenato de Y, algumas sutis
diferencas podem ser encontradas em cada isotig®, gunais residem raz0es para a
seletividade entre os PPARs. Entre 0s trés isqtip&PAR: tem o maior sitio de ligackb o
gue ajuda a explicar a interacdo diferencial dosREPcom &acidos graxos de diferentes
tamanhos e graus de insaturd@400 sitio maior do PPAR permite a esta isoforma a
habilidade de interagir eficientemente com acides@s saturados e insaturados, enquanto o
PPARS apresenta menor afinidade por tais moléculas ®ARy liga-se eficientemente a
acidos graxos poliinsaturados.

O reduzido tamanho do braco | do PRAPode explicar a baixa afinidade deste

isotipo por alguns fibratos e ligantes com grargtepamentos ligados & cabeca hidrofffica
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Esta observacdo foi confirmada por Takada e cobatowes’ que realizou a mutagéo
Met417V neste isotipo, alterando a metionina napi@ea uma valina presente no PRAR
substituicdo permitiu a interac&o entre os fibratasproteina mutante.

Ainda que seja a regido mais conservada do bolsdmaldo, o braco Ill apresenta
importantes diferencas entre o0s isotipos. O paB444Glu282 no PPA&reduz o tamanho da
entrada do sitio de ligacdo, causando restric&oiesta entrada de ligantes. Por outro lado, os
pares Glu255-Asn307 no PPAR Glu319-Glu371 no PPARh&o exercem o mesmo efeito
nesta regidd.

O braco Il é responséavel por acomodar a parte fidiica dos ligantéS e, juntamente
com o braco |, geralmente é responséavel por detarmai seletividade por cada isofipo

Baseado neste principio e no fato do ligante GW20r&édlizar apenas 2 interacdes
com residuos do braco Ill, analisou-se os resigi@otencentes aos bracos | e Il nos trés
isotipos. O brago | € o mais conservado entre @s sklecionados com um total de sete
residuos idénticos e cinco substituicdes consesvgaa as mesmas posicdes nos trés
isotipos. Destes residuos, oito estdo envolvidesmaracdes hPPAR.BD GW 0742 sendo
que dois deles sao substituicdes conservadas: HsP®e291. Por outro lado, no braco I, de
doze residuos, cinco sdo idénticos, seis sdo ®ub8ds conservadas e uma é uma
substituicAo n&o relacionada. Cinco residuos eatiociados com as interacdes com o
ligante: Val245, Val305, Val312, lle328 e Leu31&ndo que apenas o ultimo é um residuo
conservado entre o0s trés isotipos.

Visualizando esta situacdo, decidiu-se inspecianais atentamente as posicoes
relativas aos residuos Val245, Val305, Val312 82&na estrutura aqui obtida e nos outros
dois PPARs (PDB ID 3ET1 e 3ET3). Os residuos spordentes nos isotipese y ao
residuo 6Val245 sao lle272 e 1le309, respectivamente. Ogespondentes ao residuo
dVal305 sédo os residuos Val332 para e 11e369 para 9. Apesar de apresentarem algumas
sutis diferencas, estes residuos ocupam posiceslistes nas estruturas, ndo causando
restricdes estéricas ou outro tipo restricdo agtbt ligacdo do GW 0742 em cada sitio.

O residuooVal312 é substituido por uma 1le339 e uma Met37§ isotiposa e y
respectivamente (Figura 18A). Enquanto aparentesreemtiteracdo de uma valina para uma
isoleucina ndo afeta o sitio no isotipoa presenca de um carbono e um enxofre na medionin
torna este residuo mais volumoso que a valina pdarausar efeitos estéricos que
impediriam a ligacgdo do GW 0742 no hPRARD mesmo efeito poderia explicar as
diferencas no residuo 11e328 do hPRARIe é substituido pela Met355 no hPRARMet392
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no hPPAR (Figura 18B). A cadeia lateral da metionina podepedir o correto

posicionamento do ligante no sitio de ligacao.
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Figura 18 - A) Disposi¢do espacial do residuo &éal312 (magenta) e os residuos correspondentes nos
outros dois isotipos de PPAR(amarelo 11e339) ¢ (verde Met376). B) Disposicdo especial do
residuo deblle328 (magenta) e os residuos correspondentesudoss dois isotipos de PPAR
o (amarelo Met3559) g (verde Met392). O ligante GW 0742 é mostrado cdaetdes
magenta, e a hélice 3 do PPAR é mostrado ccammon magenta. Os atomos de oxigénio,
nitrogénio, enxofre e fllor sdo mostrados em venmelazul, amarelo e azul claro,
respectivamente.

Para testar se os residudgal312 e dlle328 estdo envolvidos na seletividade da
ligacdo do GW 0742 ao hPPAR construiu-se dois mutantes do PRARPPARD
LBD/Val312Met e PPAR LBD/lle328Met. Esses mutantes foram experimental e
computacionalmente testados quanto suas habilidedegacao e ativagéo pelo GW 0742.

Primeiramente, os mutantes foram submetidos aicenske transativacdo onde os
mutantes foram testados para a atividade induzela pan-agonista benzafibrato para
determinar se o baixo perfil de ativacdo obseryzata os mutantes poderia ser devido a um
incorreto enovelamento da proteina. Os valores@gj& publicados para o benzafibrato em
complexo conPPARy, PPAR e PPAR s&o de 50, 20 e 6M, respectivament&. Nosso
ensaio de transativacdo apresentou resultados tioeipacom os da literatura, com o0s
valores de ativacédo decrescendo na seguinte ofEARy, PPAR e PPAR (Figura 19A).

O nivel de ativacdo do Val312Met foi aproximadareeat ativacdo da proteina nativa,
enquanto o nivel de ativacédo do lle328Met foi samd do PPAR (1,5 vezes de ativacao).

Juntos, esses resultados sugerem que as protaitas@s estdo corretamente enoveladas.
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A seguir, as ativacdes dos mutantes pelo agodisiletivo GW 0742, bem como
pelosa agonista, GW 7647,yeagonista, rosiglitazona foram testadas. A hatiikddo ligante
GW 0742 de se ligar aos mutantes é mostrada neafidB. Como especulado, as mutacdes
afetaram a resposta apresentada pelos mutantedogcamparado com a proteina nativa. O
valor de EGp observado para o mutante lle328Met foi uma ordermégnitude maior (6.60
10®M) que aquela encontrada para a proteina nati?b (B0O°M). Entretanto, uma menor
ativacéo foi observada quando se comparou o mut@i8d2Met. Mesmo em concentragdes
altas de ligante, como PV, ndo foi possivel atingir a saturacdo da ligag@possibilitando
uma adequada estimativa do Jgfara o ligante GW 0742 para este mutante. Os ndeeis
ativacdo encontrados para o PRAR PPAR estdo de acordo com o que foi descrito
previament®’ 1°” e foram similares ao perfil apresentado pelo matafal312Met. Estes
resultados indicam que as substituicbes volumosgsoptas, significativamente afetaram a
ligacdo do GW 0742 ao isotiph especialmente a substituicdo Val312Met. Em padic
elas indicam que pequenas alteracdes no volumeavldade proximo ao residuo Val312
podem impedir a ligagdo do GW 0742, provavelmentdimitar a acomodagéao do ligante no
braco Il (Figura 18B).

O isotipoy tem uma metionina na posicdo correspondente aavald isotipod. A
realocacao do ligante causada pelos atomos exnamtionina leva a uma menor ativagao no
PPARy, PPARL e mutantes do PPARpelo ligante GW 0742 (Figura 19B). A influéncia de
residuos volumosos nesta posicdo € corroborada rpatante Val312Met que também
apresenta uma metionina numa posicao similar aoRfPPEmbora a ativacdo aconteca, a
magnitude é muito menor que a ativacdo do P¥aAdRivo.

Os residuos 11339, Val312 e Met376, nos PRARe y respectivamente, estdo na
mesma conformacéao espacial (Figura 18A). Entretani@328 no PPAResta situada numa
posi¢do oposta aos residuos correspondentes nd3skPéy (Figura 18B). Esta orientacdo
diferencial da metionina coloca sua cadeia latprékima aos atomos do ligante, e pode
impedir a correta distancia entre eles, evitandaa@réncia das interacdes adequadas. Além
disto, o enxofre e o carbono adicionais na metemambém causam rearranjo do LBD e do
ligante, empurrando o ligante contra a hélice 8#akendo alguns contatos importantes entre
a proteina e o ligante. Desta forma, as difereditg@ncias interatbmicas entre os atomos da
metionina e do ligante, combinadas com as modfiesgconformacionais, poderiam explicar

o baixo perfil de ativacdo do mutante lle328Met.
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Figura 19 - Ensaios de ativacdo dos PPAR®Ativacdo dos PPARs induzida p@A) pan-agonista
benzafibrato(B) agonistad seletivo GW 0742(C) agonistaa seletivo GW 7647 €&D)
agonistay seletivo rosiglitazona. Todos os dados foram nbzados pelo nivel de atividade
da luciferase ddenilla m/# PPAR nativo, A/xx PPARVal312Met, «//PPARSIIe328M,
*/=PPARy e 4/ Il PPARy.

Tabela 7 -Valores de Eg, para a ligagdo de GW 0742 a hPPARs nativos entagtadeterminados através
de ensaios de transativacéo.

Clone EGo (nM)
PPARSWL 3,253
PPARV312M 1531
PPARSI328M 65,97
PPARu 7508
PPARYy e

Os ensaios de transativacdo conduzidos com o agomiseletivo GW 7647
mostraram que o PPARoi o mais ativado, seguido pelo PPARFigura 19C). O PPARe
0S mutantes apresentaram o mesmo baixo perfilk;ao pelo ligante GW 7647, indicando

gue a existéncia de uma metionina na posicao 3#8qencontrada no PPARN&o aumenta
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a afinidade apresentada pelo isotipe, surpeendentemente diminui a ativagdo encontrada
para a proteina nativa.

O mesmo foi observado nos ensaios conduzidos csiglitazona (Figura 190iD). A
presenca de residuos volumosos nas posi¢coes JA2réi8 sao suficientes para proporcionar
as interagbes adequadas com este ligargeletivo, uma vez que nenhum dos mutantes
apresentou perfil de ativagdo maior que o apredergalo PPAR nativo.

A fim de determinarmos as bases motgesldas interacdes do complexo PBAR
LBD:GW 0742 e testar a nossa hipotese, n0s modslassomutantes do PPAR.BD,
ajustando o ligante dentro das estruturas dos medttavés da técnica decking Apos os
ciclos dedocking minimizacdo de energia e simulagbes de dinamickecgular, todos os
LBDs (o, v, 6 € dos mutantedvVal312M edlle328M) demonstraram pequenas acomodacdes
da cadeia principal, com desvidgajectory root mean square deviationRMSDs) variando
de 1.3A to 1.65A. As andlises ddockingmostraram que o ligante GW 0742 é capaz de ser
acomodado em todos os PPARs. Apesar disto, para higente seja acomodado nos isotipos
a, Y € nos mutantes dd tanto o ligante como as cadeias laterais dosluesido sitio de
ligacdo sofrem consideraveis alteracdes conformaoneste processo, especialmente as
cadeias laterais dos residud4al312 eélle328 (dados ndo mostrados).

Apos as simulagdes, as analises dosaseda Met312 e da 1e328 mostraram que
o0 PPAR apresentou a menor alteragcdo conformacional enp@@gido aos outros PPARsS
(Tabela 8), indicando que os PPAR% e 0s mutantes ddnecessitam rearranjar seus sitios

de ligacdo para acomodar o ligante GW 0742.
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Tabela 8 -Valores de RMSD dos residudgal312 edlle328 e os residuos correspondentes nos PRARS

€ mutantes.
modelo RMSD relativo adVal312 () RMSD relativo adlle328 (A)
PPARS 0.3 0.6
PPARu 0.6 11
PPARy 1 1.8
PPARV312M 0.9 0.7
PPARYI328M 0.3 0.9

Uma anélise mais profunda dos resid@oamndinoacidos que formam o LBD dos

PPARs levou a uma hipotese que poderia explicamemmos em parte, a menor afinidade do
GW 0742 pelo PPA& y, bem como pelos mutantds Em resumo, a posi¢ao e o tipo de
residuo presente em cada isotipo de receptor lelfer@ncas na ocupacao apresentada pelo
ligante, o que é refletido no posicionamento da Bl1&mo conseqiéncia, doarge clamp

Os residuos responsaveis pehlmarge clampsao altamente conservados, sendo uma
lisina da H3 e um glutamato da H12 Para os PPARs, estes residuoscstps292/Glu462,
o Lys265/Glu435 ey Lys329/Glu499. Estes residuos sdo responsaveisnpetanismo de
ativacdo ligante dependente apresentado pelostoeespnucleares, sendo que o motivo
LXXLL dos coativadores é acomodado entre estesluesf’ através de contatos polares
formados entre o grupo carboxil do glutamato e @pgmento amino da lisina com os
residuos dos coativadot&s™®

Quando se analisou as posi¢des destes residuestnatsiras nativas (PPARS ev),
identificou-se algumas diferencas sutis (Figura 20B). Primeiramente, o grupo carboxil do
glutamato dos isotipas ey esta perpendicular & H12, enquanto o glutamatoedtéd paralelo
a H12. Desta forma, &Glu esté posicionado em uma posicao diferente daguesente nos
outros dois isotipos. Comparando-se a posi¢ao aarghto nos isotiposy ey, € possivel
observar que estes residuos estdo levemente diisdoma em relacdo ao outro (Figura 20A).
O mesmo deslocamento é observado na lisina, comfeito mais pronunciado no residuo do

isotipoy (Figura 20B).
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Figura 20 - Residuos envolvidos ndharg clamp nas estruturas nativas do PPAR apos as simulatgdes
dindmica molecular. As representacdesoamoondas hélices 3 e 12 dos PPARRS ey estédo
em amarelo, magenta e verde, respectivamente.phassentacdes em linha do ligante GW 0742
dentro dos PPARsy, & e y estdo em amarelo, magenta e verde, respectivaméjte
Representacdo em bastédo dos resid@s462,6Glu435 e yGlu499 estdo em amarelo, magenta
e verde, respectivamente. B) Representacdo emobdstéi residuosilys292, dLys265 e
yLys329 estdo em amarelo, magenta e verde, respewite. Os atomos de oxigénio,
nitrogénio, enxofre e fldor sdo mostrados em venmelazul, amarelo e azul claro,
respectivamente.

A comparacao de nosso modelo estrutural para o BRfRvO com os mutantes
Val312Met e lle328Met revelaram que os residuoghtirge clamptambém apresentaram
conformacado espacial levemente diferente. Comoreé#de com as estruturas nativas, o
deslocamento da H12 faz com que o residuo de ghtitaapresente as maiores diferencas
(Figure 21A). O grupamento carboxil do residuo flgagnato do mutante lle328Met esta
voltado para a parte da frente da estrutura (daraleH3), enquanto o mesmo grupo do
PPARS nativo e do mutante Val312Met esta voltado nagémscontraria (em direcdo a parte
posterior da estrutura). Apesar disto, na estrutatava a cadeia lateral da lisina esta em
disposicéo espacial levemente diferente, com oagngmto amino posicionado na mesma

disposicéo espacial (Figura 21B).
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Figura 21 - Residuos envolvidos ndiarg clamp nas estruturas do PPARativo e nos mutantes apos as
simulacbes de dindmica molecular. As representae@iescartoon das hélices 3 e 12 dos
PPARs nativo, Val312Met e lle328Met estdo em magdatanja e azul, respectivamente. As
representacdes em linha do ligante GW 0742 densd®AR nativo, Val312Met e lle328Met
estdo em magenta, laranja e azul, respectivam@pteepresentacdo em bastdo dos residuos
Glu435nativo, Val312MetGlu435 e 1le328MetGlu435 destem magenta, laranja e azul,
respectivamente. B) Representacdo em bastéo ddeosd ys265nativo, Val312MetLys265 e
lle328MetLys265 estdo em magenta, laranja e agspectivamente. Os 4tomos de oxigénio,
nitrogénio, enxofre e fllor sdo mostrados em venmelazul, amarelo e azul claro,
respectivamente.

Baseado nestas interacoes, propds-se que a mar@aatdos PPA&Rey, bem como
dos PPAR mutantes pode ser o resultado de uma ligacaocieefe das moléculas de
coativadores, dada as diferencas nos residuoschdoge clamp O PPAR e o
PPARVal328lle sédo as estruturas com maiores variacégseasiduos doharge clampcom
relacdo aos residuos do PPARativo. Assim sendo, ndo € surpreendente quevsdu®es de
ECso sejam 0s maiores, corroborando a hipotese de sjueutacdes, o posicionamento e o
tamanho de alguns residuos nas estruturas nativadBPdR. e y sdo responsaveis pela
acomodacéo alternativa do GW 0742 dentro do sii@BD. Esta acomodacao diferencial
modifica o posicionamento dos residuosctiarge clampos quais interferem na ativacéo do

PPAR por este ligante.

4.2 Estudos relacionados ao receptor completo

Para que as melhores condicbes para expressaootanprfossem encontradas,
diferentes conjuntos de temperaturas, periododigcéo e concentracbes de IPTG foram
testados, como mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9 -Condi¢8es utilizadas para testar a expresséoodeipa hPPAR Full.

Temperatura de Temperatura de Inducéo da Periodo [l de IPTG
Crescimento Celular (°C) Expresséo Protéica (°C) de Inducéo
(horas)
5 0,1mM/0,5mM/
1mM
20 18 12 0,1mM/0,5mM/
1mM
5 0,1mM/0,5mM/
1mM
37 18 12 0,1mM/0,5mM/
1mM
3 0,1mM/0,5mM/
1mM
37 20 5 0,21mM/0,5mM/
1IMm

Bactérias contendo o plasmideo de interesse caasogm 5 mL de meio LB, com
25 pg/mL de Kanamicina, por 12 horas, a 20 ou 37°Cagptacdo. O contetdo de cada tubo
foi utilizado, posteriormente, para inocular 30mé theio LB em presenca do mesmo
antibidtico.

Em cada condicdo, o crescimento celular se delwagitécdo constante (150 RPM)
até que a DO600=0,8-1 fosse atingida. Uma vez gdchna densidade celular desejada, a
inducdo foi realizada com a concentracédo desejadBTG e a agitacdo foi mantida. Apos o
periodo de inducdo, as células foram centrifugad@®steriormente lisadas, originando o
extrato protéico. O extrato foi submetido a cengyéfcéo, originando uma fragdo denominada
pellet (p) e outra denominada sobrenadante (s). Protedmpsessas na forma soluvel
permanecem na fracdo sobrenadante enquanto acquglesssas em corpos de incluséo,
apresentam-se mellet

A figura 22A (colunas 2, 3 e 4) apresenta o padgiexpressao antes da inducao em
todas as condi¢des de inducdo testadas. A auséadi@nda em torno de 55 kDa (massa
aproximada da construcdo hPPARull), indica que ndo ha expressdo nao induzida da
proteina na auséncia do indutor. As figuras 22 (B)e23 e 24 mostram o produto de
expressdo em cada condi¢do testada. Embora popmssiva, em todas as figuras é possivel
observar uma banda relativa ao tamanho da prot!RAR Full (tanto nas fracdes p como
nas fracbes s) indicadas pelas setas (por motivolateza, apenas algumas bandas estdo
assinaladas). Isto é indicativo de que a express@ieu em todas as condi¢des testadas, sendo
que a presenca de tais bandas nas fracdes p eosgteaam que a proteina foi parcialmente

expressa na forma sollvel e parcialmente expresf@ma insoluvel.
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Figura 22 - Teste de Expressdo do hPRARUIl. A) Coluna 1, Padrdo de massa molecular de acmwdo
os valores apresentados a esquerda da coluna;aCBJuAintes Ind cresc 37 °C, ind 20 °C;
Coluna 3, Antes Ind cresc 20 °C, ind 18 °C; Coldn&ntes Ind cresc 37 °C, ind 18 °C. B)
Teste de Expressdo do hPPARull Cresc 37 °C, Ind 20 °C. Coluna 1, Padrdo de massa
molecular de acordo com os valores apresentadagjierla da col; Coluna 2, 0,1mM de
IPTG, p, 3 hdeind. Coluna 3, 0,1mM de IPTG3 h,de ind. Coluna 4, 0,5mM de IPTG, p, 3
h de ind. Coluna 5, 0,5mM de IPTG, s, 3 h de ®dluna 6, 1ImM de IPTG, p, 3 h de ind.
Coluna 7, 1mM de IPTG, s, 3 h de ind. C) Colun#®ddrdo de massa molecular de acordo
com os valores apresentados a esquerda da colahaia®, 0,1mM de IPTG, p, 5 h de ind.
Coluna 3, 0,1mM de IPTG, s, 5 h de ind. Colun@,8BmM de IPTG, p, 5 h de ind. Coluna 5,
0,5mM de IPTG, s, 5 h de ind. Coluna 6, 1mM deGPRTp, 5 h de ind. Coluna 7, 1mM de
IPTG, s, 5 h de ind. (cresc.= crescimento; inciducao; s = sobrenadante; p = pellet; h =
hora).

Figura 23 - Teste de Expressdo do hPRARUIl. Crescimento 20 °C, Inducao 18 °C. A) Coluna Hr&ade

massa molecular de acordo com os valores apressndadsquerda da coluna; Coluna 2, 0,1mM
de IPTG, p, 4 hdeind. Coluna 3, 0,1mM de IP®34 h de ind. Coluna 4, 0,5mM de IPTG, p, 4
h de ind. Coluna 5, 0,5mM de IPTG, s, 4 h de iotl@a 6, 1mM de IPTG, p, 4 h de ind. Coluna
7, 1mM de IPTG, s, 4 h de ind. B) Coluna, Padrandissa molecular de acordo com os valores
apresentados a esquerda da col; Coluna 2, 0,1mMMTd&, p, 12 h n. Coluna 3, 0,1mM de IPTG,
s, 12 h. Coluna 4, 0,5mM de IPTG, p, 12 h. Colop8,5mM de IPTG, s, 12 h. Coluna 6, 1mM
de IPTG, p, 12 h. Coluna 7, 1ImM de IPTG, s, 12 h.

O maior rendimento na forma soluvel foi observadm® crescimento celular a 37°C
seguido de inducao a 18°C (12 hs), com 1mM de IFHi@ura 24B, coluna 7) . Assim sendo,
esta foi a condigcdo escolhida para expresséo deipacem larga escala.
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Figura 24 - Teste de Expressdo do hPRARuIl. Crescimento 37 °C, Inducdo 18 °C. A) Coluna Htr&a

de massa molecular de acordo com os valores apadssna esquerda da coluna; Coluna 2,
0,21mM de IPTG, p, 4 h de ind. Coluna 3, 0,1mME&G, s, 4 h de ind. Coluna 4, 0,5mM de

IPTG, p, 4 hdeind. Coluna 5, 0,5mM de IPTG4 k,de ind. Coluna 6, 1mM de IPTG, p, 4 h

de ind. Coluna 7, 1mM de IPTG, s, 4 h de ind. B)uBa 1, Padrdo de massa molecular de
acordo com os valores apresentados a esquerdaudia;cBoluna 2, 0,21mM de IPTG, p, 12 h.

Coluna 3, 0,1mM de IPTG, s, 12 h. Coluna 4, 0,5deMPTG, p, 12 h. Coluna 5, 0,5mM de

IPTG, s, 12 h. Coluna 6, 1mM de IPTG, p, 12 huBa 7, 1mM de IPTG, s, 12 h.

Uma vez determinada as melhores condi¢des de mr@sim e indugéo, seguiu-se com
a inoculacdo de 1 L de meio LB, com posterior pragio do extrato protéico, de acordo com
o descrito em Materiais e Métodos.

A proteina hPPAR Full foi expressa com cauda de Histidina, sendo que uma
cromatografia de afinidade com elui¢cdo da protemagradiente crescente de imidazol, foi o
primeiro passo de purificacdo realizado. O sobrentddo extrato protéico foi incubado com
resina de cobalto, sendo a proteina eluida comeotracdes crescentes de imidazol (30mM,
50mM, 60mM, 100mM e 300mM). A figura 25 apresengafeacbes obtidas durante a
purificagdo por afinidade. Com base na sequéndimpia da proteina e no programa
PROTPARAM?, a construcdo hPPARFull apresenta massa molecular de 50,2 kDa, ponto
isoelétrico de 7,63 e a concentracdo de 1 mg/mliprdteina correspondem a 181. E
possivel notar a adequada eluicao da proteinaag®ek que apresentam de 30 a 300 mM de
imidazol (colunas 5 a 9). Por se mostrarem com ®enataminantes, as fragdes de 60 a 300
mM de imidazol (caixa tracejada vermelha) foramniéas e concentradas para o préximo

passo de purificagcéo.
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Figura 25 - Purificagdo da Proteina hPP&Rull. Coluna 1, Padrdo de massa molecular, Coluna 2,
Pellet,Coluna 3, Fracao nao ligada, Coluna 4, darg Coluna 5, 30 mM Imidazol, Coluna
6, 50 mM Imidazol, Coluna 7, 60 mM Imidazol, Ccdu8, 100 mM Imidazol, Coluna 9,
300 mM Imidazol.

Como apo6s a cromatografia por afinidade a presdecaontaminantes ainda era
evidente, o hPPARFull foi submetido a cromatografia por exclusdo de tdranam coluna
Superdex 75 10/30. A figura 26 apresenta o cromatog obtido. E possivel observar a
presenca de um pico bem definido e a formagé&o tte paqueno pico. Para averiguar onde a
proteina hPPAR Full eluia, as fracdes representativas de cada piconferdmetidas a
eletroforese desnaturante e o resultado pode seslizado no inserto da figura 26. Através
desta analise, evidencia-se que a proteina deessereluiu nas fracdes correspondentes ao
segundo pico encontrado no cromatograma (fragc6ed9d23). As fracdes relativas ao
primeiro pico (de 13-18), ndo apresentaram a pratde interesse e a formacao deste pico
pode ter sido devida a algum contaminante de nmaemssa molecular, presente em baixa
concentracdo (o que inviabiliza sua visualizac&wvés da técnica de SDS-Page), ou a algum
agregado (também presente em baixa concentracao).
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Figura 26 - Cromatografia de exclusdo molecular da proteinaARBPFull. A proteina foi eluida em
coluna Superdex 75 10/30, previamente equilibramta tampdo Tween, a um fluxo de 1
mL/min, com fracdes de 0,5 mL. As fracdes 19 astdmassinaladas. Inserto: SDS-Page das
fracOes referentes ao pico da eluicdo da prot€iotuna 1, Padrdo de Massa Molecular,
Coluna 2, proteina antes de passar na coluna, &d@urracdo 13, Coluna 4, fracdo 15,
Coluna 5, fracdo 16, Coluna 6, fracdo 17, Colurfea¢ao 19, Coluna 8, fracdo 21, Coluna 9,
fracdo 22 e Coluna 10, fracéo 23.

Uma vez determinado o pico relativo a eluicdo datgina, estas fracbes foram
agrupadas e concentradas, sendo a concentracboetgiateina determinada pelo método de
Bradford, com posterior clivagem da cauda de hisidPara isto incubou-se a proteina com
trombina (7 U/mg proteina), a 18°C por 12 horasprAteina resultante foi, concentrada,
dosada pela metodologia de Bradford e armazenadeeerer -80°C até o momento do uso.

ApoOs a obtencao das proteinas hPBABD e hPPAR Full devidamente purificadas, as
mesmas foram dialisadas contra os tampdes Twee®EMPPAR LBD) ou Tween
(hPPAR Full) e concentradas. Fracdes de cada proteina foranbddas com ligante
agonista (GW 0742) ou antagonista (GSK 0660) e stidas ao experimento de titulacdo
onde 10 nM de cada cofator que se desejava analiasamantido na cubeta (diluido no
tampao apropriado) e concentracdes crescentesotiina eram adicionadas. O mesmo foi
realizado para as proteinas na auséncia de ligantes

Analisou-se a afinidade das proteinas por caddarpfam cada condicao testada, atraves
da constante de dissociagaqi)(kbtida apos o ajuste dos dados experimentalzauiio-se
uma equacgdo de um sitio simples, ou seja, admisedjue apenas uma molécula de cofator é
capaz de se ligar a uma molécula de proteina.

As curvas obtidas sao visualizadas na figura 23 kona tabela 10.
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Figura 27 - Curvas de titulacao das proteinas hPBABD e hPPAR Full, em cofatores, em presenca e na
auséncia de ligantes, obtidas pela técnica detamyisa de fluorescéncia. Os graficos mostram a
média obtida em pelo menos dois experimentos indiEpe#es de titulagdo das proteinas
hPPAR LBD e hPPAR Full, com e sem ligante, em peptideos cofatores, madits pela
técnica de anisotropia de fluorescéncia. A) e BJARS Full hPPAR LBD titulados em NCOr;

C) e D) PPAR Full e PPARBLBD titulados em SMRT; E) e F) hPPAR: hPPAR LBD

titulados em TRAP.
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Tabela 10 -Constantes de Dissociagaog)tobtidas experimentalmente para as proteinas hBRA&R e
hPPAR Full e cofatores, em presenga e na auséncia de ligantes

Full/LBD GW 0742 4M) GSK 06604M) Sem liganteyM)
NCOr 24+05 0,2+0,02 3,1+0,7
SMRT 2,0+0,3 0,8+0,1 1,2+0,2
TRAP 0,2+0,05 0,3+0,1 0,3+0,04
NCOr 3,8+0,7 1,4+0,2 52+0,7
SMRT 3,8+0,7 0,4+0,04 5505
TRAP 0,1+0,02 0,2+0,04 0,1+0,02

Os cofatores NCOr e SMRT s&o correpressorsquanto o TRAP é um coativatfor
Desta forma, como descrito para outros receptoteteares, 0 antagonista do PRAR
GSKO0660, deve propiciar a interacdo da proteina oengorrepressores e 0 agonista GW
0742 deve propiciar a interagcdo com o coativador

De acordo com esta observagao, nota-se que asastsucoes do PPARapresentaram
maior afinidade (menor K pelos correpressores NCOr e SMRT em presencatdganista
(Kq=0,20 + 0,02uM e 0,80 £ 0,1uM para a construcdeull e Ky=1,4 +0,2uM e 0,4 £ 0,04
uM para a construcdo LBD, respectivamente) do queresenca do agonistaqdk 2,4 £ 0,5
uM e 2,0 £ 0,3uM para a construcabull e Ky = 3,8 £ 0,7uM e 3,8 £ 0,7uM para a
construcdo LBD, respectivamente).

Para a proteina sem ligante, esperava-se que rag@ite com 0s correpressores fosse
comparavel a interacdo que acontece na presengatagonista, porém, o que se observou
com ambas as construcdes, foi um perfil mais préxam obtido com o agonista do que com
0 antagonista (Tabela 10). A provavel explicacéa pate fato é a presenca de acidos graxos
(agonistas naturais de PPARS) provenientes darizadt® sistema de expressao, no bolséo de
ligacdo. A presenca de ligantes provenientes daesg@o ja foi demonstrada por Fyffe e
colaboradorés, e explica a menor afinidade dos correpressomsampbas construcées sem
ligante, quando comparada as condi¢fes onde asimastapresentavam antagonistas em seu
bolsédo de ligacéo.

O tipo de construcdo utilizada mostrou-se mais mapde na interacdo com NCOr, uma
vez que a afinidade da constru¢édl com antagonista foi maior (K= 0,2 = 0,02uM) do
que a apresentada pela construcao LBP £#KL,4 £+ 0,2uM), indicando que outra regiao da
proteina, aléem do LBD, pode estar favorecendo gustta interacdo do correpressor pela

proteina. E possivel que o NCOr esteja interagauho outras regides como o dominio AF-1
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ou com o brago (néo presentes na construcdo LBRjueua presenca dos demais dominios
tenha permitido um enovelamento mais adequadoaleipaFull, aumentando a afinidade da
interacdo PPAR/GW 0660-NCOr. Tal preferéncia ndmbservada para o SMRT uma vez
gue as constantes encontradas para proteina c@goaigta estdo na mesma ordem de
grandeza (s = 0,8 + 0,1uM para construcaéull e Kp = 0,4 = 0,04uM para construcao
LBD).

As constantes encontradas para ambas as constdg@esteina em todas as condi¢des
testadas para a interagcdo com o coativador TRARo em mesma ordem de grandeza, néo
sendo consideradas significativamente diferents. dignifica que o tipo de ligante ou a

presenca de dominios além do LBD néo alterararmaladle na interacdo com o cofator.



83

5 Conclusoes

A expressao e purificacdo da proteina hPRRARBD foi adequadamente alcancada. As
condi¢cdes apropriadas de manutencdo da mesma forariguadas por meio da técnica de
dicroismo circular, onde se determinou o melhorp@mpara os demais experimentos. O
estado oligomérico deste receptor foi determinado solucdo através das técnicas de
cromatografia por exclusao de tamanho e por espalhi® dindmico de luz, onde se concluiu
que a proteina € monomérica nas condi¢cdes testBdasapresentarem bolsGes de ligacao
com mesmo formato e constituicdo de residuos muiéximos, € intrigante saber que
existam ligantes com alta afinidade e especifi@daal cada isotipo de PPAR.

Uma maneira de elucidar as possiveis razdes nas mpsdem as bases estruturais
para tal caracteristica € a obtencdo de estrutlegagta resolugdo com ligantes especificos
para cada isotipo, associado a estudos estrutifaiscionais com mutantes de residuos que
se mostrem potencialmente importantes para tasagies. Esta abordagem foi utilizada no
presente trabalho onde houve éxito na obtencastd#wra de alta resolucdo do complexo da
proteina hPPARLBD:GW 0742. Através desta estrutura e da condtride dois mutantes,
V312M e 1328M, concluiu-se que estes dois resickfms potencialmente importantes para
interacdo de ligantes estruturalmente relacionadosGW 0742, ao isotip&

Assim como ocorreu com o dominio LBD, a expressguusficacdo da proteina
hPPAR Full foi adequadamente alcangada.

Através da técnica de anisotropia de fluorescéfmigossivel realizar uma breve analise
qualitativa da interacédo diferencial entre o resepiuclear hPPAR Full e trés diferentes
cofatores, em presenca de ligante agonista e ansagoAtravés da mesma ficou claro que
cada cofator apresenta um padrdo diferente deagi@ercom a proteina que pode ser
dependente de outras regides da proteina alémldagaeclassicamente descritas. Isto ja foi
verificado para outros receptores e sera investigaas detalhadamente em nosso grupo para
determinacdo de como e quais regides do hPBPpd&dem ser chave no processo de regulacao

por intermédio de cofatores.
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6 Perspectivas

Os resultados obtidos se mostraram promissoresi@tagge o aumento do conhecimento
das bases relacionadas com a especificidade datdgygelos isotipos de PPARs. Desta
forma, os proximos passos diretamente relacionadtas resultados serdo a obtencéo de
estruturas de alta resolucéo, com ligantes queemcygosicdes distintas no sitio de ligacao,
buscando encontrar outros residuos relacionadosledivglade de ligantes ao isotigo
Seguiremos tentando obter cristais da proteina lgantes antagonistas, uma vez que nao
existem estruturas ja descritas de hPRA&™M este tipo de moléculas no sitio ativo.

Além disto, a identificacdo de outras regides deratdo entre o receptor hPPAR
proteinas correguladoras auxiliaria na melhor ceemsdo dos mecanismos que envolvem a
regulacdo desta classe de proteinas. Desta fomtesmciona-se obter cristais de complexos
mutiprotéicos que envolvam o hPPARull, ligantes (agonistas e antagonistas) e peptideos,

ou preferencialmente, proteinas correguladoras.
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